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2 Seznam zkratek 
 
aa aminokyselina amino acid 
ACTB beta aktin actin beta 
APC 
 
adenomatosis polyposis coli, WNT 
signaling pathway regulator 
ATCC 
 
American Type Culture Collection 
AVČR Akademie věd České republiky 
 
BMP kostní morfogenetický protein bone morfogenetic protein 
bp páry bází base pairs 
Brsk1 
 
brain serine/threonine kinase 1 
BSA hovězí sérový albumin bovine serum albumin 
Cas9 
 
type II CRISPR RNA-guided 
endonuclease Cas9 
CDK6 cyklin-dependentní kináza 6 cyclin dependent kinase 6 








catenin beta 1 
DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol 4',6-diamidino-2-phenylindole 
Dgka 
 
diacylglycerol kinase alpha 










Dulbecco's Modified Eagle Medium 
Edg8 
 
endothelial differentiation sphingolipid 
G-protein-coupled receptor 8 
EGF epidermální růstový faktor epidermal growth factor 
EGL externí granulární zóna external granule layer 
Epb4.1l3 
 
erythrocyte protein band 4.1-like 3 
ESCs embryonální kmenové buňky embryonic stem cells 
FBS fetální hovězí sérum fetal bovine serum 
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GCP prekurzory granulárních buněk granule cell precursors 
GC granulární buňky granule cells 
GFAP 
 
glial fibrillary acidic protein  
GLI 
 
GLI (glioma-associated oncogene) 




HMGCR HMG-CoA reduktáza 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-




HS koňské sérum horse serum 
Igfbp7 
 








MAPK protein kináza aktivovaná 
mitogenem 
mitogen-activated protein kinase 
MYC 
 
MYC (myelocytomatosis oncogene) 




MYCN (v-myc avian 
myelocytomatosis viral related 
oncogene, neuroblastoma 
derived) proto-oncogene, bHLH 




NGS kozí sérum normal goat serum 
NPC1 
 
NPC (Niemann-Pick disease, type C) 
intracellular cholesterol transporter 1  
NPC1L1 
 
NPC1 like intracellular cholesterol 
transporter 1  
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orthodenticle homeobox 2 
PBS fosfátový pufr  phosphate-buffered saline 
PCNA 
  
PCR polymerázová řetězová reakce polymerase chain reaction 
PDGF  růstový faktor z destiček platelet-derived growth factor 
PLP1 
 
proteolipid protein 1 
Prelp 
 





PTCHD obsahující Patched doménu Patched domain containing 
qPCR kvantitativní PCR quantitative polymerase chain reaction 
RA kyselina retinová  retinoic acid 
RL 
 
 rhombic lip 
SCAP 
 
SREBP cleavage-activating protein 
SDS-PAGE elektroforéza proteinů na 
polyakrylamidovém gelu v 
přítomnosti SDS 
sodium dodecyl sulfate (SDS) 
polyacrylamide gel electrophoresis 
sgRNA 
 
single guide RNA 




SLOS Smithův-Lemliův-Opitzův syndrom Smith-Lemli-Opitz syndrome 
SMAD1 
 
SMAD family member 1 
SMO 
 
smoothened, frizzled class receptor 
SOX 
 
sex determining region Y-box  
SREBP 
 
sterol regulatory element binding 
protein 
SSD sterol-sensing doména  sterol-sensing domain 
SUFU 
 
SUFU (suppressor of fused homolog) 
negative regulator of hedgehog 
signaling 
SVZ subventrikulární zóna subventricular zone 
10 
 
T3 trijodthyronin triiodothyronine 
T4 thyroxin thyroxine 
Tab. tabulka 
 
tg transgenní myš transgenic mouse 
TH thyroidní hormon thyroid hormone 
tj. to je  
THR receptor thyroidních hormonů thyroid hormone receptor 
TRP53 (p53) 
 
transformation related protein 53, 
tumor protein p53 




VZ ventrikulární zóna ventricular zone 
WNT 
 
wingless-type murine mammary tumor 
virus integration site family 







Protein DISP3, známý také jako PTCHD2, patří do rodiny PTCHD proteinů, které ve své 
struktuře obsahují sterol-sensing doménu. Exprese genu Disp3 je vysoká v neurálních tkáních 
a je regulována thyroidním hormonem. Gen DISP3 je spojován se vznikem a progresí určitých 
typů nádorů a také s rozvojem některých neurálních patologií. Vysokou expresi genu Disp3 je 
možné nalézt v neurálních kmenových buňkách. 
Neurální kmenové buňky jsou definovány svojí schopností sebeobnovy a potenciálem 
diferencovat do základních typů neurálních buněk - neuronů, astrocytů a oligodendrocytů. Jak 
pro vznik a vývoj centrálního nervového systému, tak i pro jeho pozdější správné fungování je 
klíčová správná regulace rovnováhy mezi proliferací a diferenciací neurálních kmenových 
buněk a narušení této rovnováhy může vést ke vzniku různých patologií. 
V této práci jsme se zaměřili především na popsání funkce proteinu DISP3 v neurálních 
buňkách a tkáních. Prokázali jsme, že v neurálních kmenových buňkách dochází v důsledku 
diferenciace k významnému snížení exprese genu Disp3. Dále jsme zjistili, že u neurálních 
kmenových a progenitorových buněk podporuje zvýšená exprese genu Disp3 jejich proliferaci. 
Naopak poškození exprese genu Disp3 vedlo k potlačení „kmenovosti“ buněk a nárůstu 
spontánní neuronální diferenciace. Diferenciace buněk do astrocytů, neuronů 
a oligodendrocytů byla ovlivněna změnou v expresi genu Disp3. V populaci diferencovaných 
buněk s mutací v genu Disp3 se nacházelo více silně diferencovaných astrocytů, zvyšoval se 
počet diferencovaných neuronů a buňky také lépe diferencovaly do oligodendrocytů. Zvýšená 
exprese genu Disp3 diferenciaci buněk naopak potlačovala. Tyto naše výsledky naznačují, že 
DISP3 v neurálních buňkách ovlivňuje rovnováhu mezi proliferací a diferenciací. 
Vysokou hladinu exprese genu DISP3 jsme dále nalezli také v jednom typu primárních 
nádorů mozku, v meduloblastomech subtypu 4. Následné in vitro analýzy prokázaly, že 
i proliferace nádorových buněk může být ovlivněna změnou v expresi genu DISP3. Pro další 
experimenty jsme připravili linie transgenních myší se zvýšenou expresí genu Disp3. U těchto 
myší docházelo k nárůstu proliferace buněk v mozečku, ze kterého se předpokládá vznik 
meduloblastomů. Všechny naše výsledky tak podporují hypotézu, že DISP3 v důsledku svého 
vlivu na proliferaci a diferenciaci neurálních buněk může být zapojen i do onkogeneze 
mozkových nádorů. 
 





DISP3 protein, also known as PTCHD2, belongs to the PTCHD family of proteins, which 
contain a sterol-sensing domain in their structure. The expression of the Disp3 gene is high in 
neural tissues and is regulated by thyroid hormone. The DISP3 gene is associated with 
development and progression of certain types of tumors, as well as with development of some 
neural pathologies. Neural stem cells also display high expression of the Disp3 gene. 
Neural stem cells are defined by their capability to self-renewal and capacity to differentiate 
into the basic types of neural cells - neurons, astrocytes, and oligodendrocytes. Precise 
regulation of the balance between proliferation and differentiation of neural stem cells is crucial 
for development of the central nervous system and its subsequent proper functioning, and 
disruption of this balance may lead to development of various pathologies. 
In this work we mainly focused on describing the function of the DISP3 protein in neural 
cells and tissues. We have shown that during differentiation of neural stem cells, the expression 
of the Disp3 gene is significant decreased. Furthermore, we have found that in neural stem and 
progenitor cells, the increased expression of the Disp3 gene promotes their proliferation. 
Moreover, when Disp3 expression was disrupted, the “stemness” of the cells was suppressed, 
leading to increased spontaneous neuronal differentiation. Differentiation of cells into 
astrocytes, neurons, and oligodendrocytes was affected by changes in the expression of the 
Disp3 gene. In the population of differentiated cells with the mutated Disp3 gene, there were 
more highly differentiated astrocytes, the number of differentiated neurons increased, and the 
cells were also able to better differentiate into oligodendrocytes. In contrast, elevated Disp3 
expression resulted in impaired cell differentiation. These results indicate that in neural cells, 
DISP3 affects the balance between proliferation and differentiation. 
We also found high levels of the DISP3 gene expression in some types of primary brain 
tumors, particulary in subtype 4 medulloblastomas. Subsequent in vitro analysis has shown that 
tumor cell proliferation can also be affected by modulated DISP3 expression. For further 
experiments, we have prepared lines of transgenic mice with increased expression of the Disp3 
gene. In these mice, elevated cell proliferation was found in the cerebellum, from which 
meduloblastomas are expected to originate. Taken together, our results support the hypothesis 
that DISP3, due to its influence on the proliferation and differentiation of neural cells, may be 
involved in the oncogenesis of brain tumors. 
 




Pro vývoj a správné fungování centrálního nervového systému (CNS) savců je důležitá 
přesná regulace všech procesů, které ovlivňují proliferaci a diferenciaci neurálních buněk. 
Jakékoliv narušení této rovnováhy může mít za následek vznik a rozvoj mnoha typů patologií, 
mezi které patří jak některé neurologické poruchy, tak i nádory neurálního původu. Buňky 
neurálních nádorů mají mnoho vlastností, které jsou ve zdravé tkáni typické pouze pro neurální 
kmenové nebo prekurzorové buňky. Jedná se především o schopnost množit se a produkovat 
tím další buňky totožných vlastností a dále o schopnost diferencovat neboli měnit se v buňky 
jiného typu. V neposlední řadě nádorové buňky exprimují mnoho genů specifických pro 
nediferencované neurální kmenové a prekurzorové buňky (shrnuto v Lathia et al. 2011). 
Neurální kmenové buňky jsou charakterizovány svou schopností sebeobnovy a potenciálem 
diferencovat do tří základních neurálních buněčných typů, astrocytů, neuronů 
a oligodendrocytů (shrnuto v Gage 2000). Během ontogeneze dávají neurální kmenové buňky 
vzniknout celému CNS, důležitou funkci mají ale i v mozku dospělého jedince. Zde se tyto 
buňky vyskytují ve specifických oblastech a kromě klíčové funkce v procesech učení a paměti 
se také podílí na reparaci a sebeobnově neurálních tkání. Proliferaci a diferenciaci neurálních 
kmenových buněk ovlivňuje velké množství faktorů a v buňce se na regulaci těchto procesů 
podílí mnoho různých signálních drah a proteinů (shrnuto v Bond et al. 2015). 
Protein DISP3 známý také jako PTCHD2 patří do rodiny PTCHD proteinů (Zikova et al. 
2009). O funkci jednotlivých členů této rodiny proteinů není zatím příliš mnoho známo, ale 
u několika z nich bylo popsáno jejich spojení s různými typy neurologických poruch (Marshall 
et al. 2008; Noor et al. 2010a; Filges et al. 2011; Chaudhry et al. 2015; Torrico et al. 2015; 
Wells et al. 2016; Ghahramani Seno et al. 2011). Gen DISP3 je exprimován v organismu 
obratlovců především v tkáních neurálního původu, jako jsou mozek a sítnice (Zikova et al. 
2009) a již dříve bylo v literatuře popsáno jeho spojení se vznikem neurálních nádorů 
(Johansson et al. 2004, 2005). Na základě těchto poznatků jsme se v této práci pokusili popsat 
roli proteinu DISP3 v neurálních kmenových, progenitorových a nádorových buňkách in vitro 





Cílem této práce bylo přispět k lepšímu poznání funkce proteinu DISP3 v neurálních 
buňkách a tkáních. Především jsme se zaměřili na roli proteinu DISP3 v regulaci rovnováhy 
mezi proliferací a diferenciací neurálních buněk, dále na jeho přítomnost v nádorech neurálního 
původu a na jeho vliv na vývoj myšího mozku. 
 
Specifické cíle této práce byly: 
 
1) Zjistit zda a jakým způsobem ovlivňuje diferenciace neurálních kmenových buněk expresi 
genu Disp3 v těchto buňkách. 
 
2) Charakterizovat vliv změn v expresi genu Disp3 na myší neurální kmenové a progenitorové 
buňky. Především popsat změny v rychlosti růstu a v diferenciaci těchto buněk, ale sledovat 
i změny v buněčném cyklu, v přežívání těchto buněk a v genové expresi. Toto vše provést 
za pomoci nově připravených buněčných linií se zvýšenou expresí genu Disp3 pomocí 
retrovirové infekce, dále buněčných linií se sníženou expresí genu Disp3 prostřednictvím 
RNAi a buněčných linií s genem Disp3, do kterého byly vneseny mutace metodou 
CRISPR/Cas9 cílené mutageneze. 
 
3) Popsat expresi genu DISP3 v lidských nádorech mozku a ověřit dopad změn v expresi genu 
DISP3 na lidské nádorové buněčné linie. 
 
4) Sledovat působení genu Disp3 v mozku nově připravených transgenních myší s nadprodukcí 





7 Literární přehled 
7.1 Ontogeneze centrálního nervového systému obratlovců 
7.1.1 Neurální indukce a vznik neurální trubice 
Všechny typy neurálních buněk v savčím organismu jsou neuroektodermálního původu. 
Neuroektoderm se u lidského embrya vytváří na začátku třetího týdne vývoje. Při procesu 
zvaném neurální indukce, perichordový mesoderm a chorda indukují ztluštění nad nimi ležícího 
ektodermu a vznik neurální ploténky. Neurální ploténku ležící na dorzální straně embrya tvoří 
jedna vrstva vysokých neuroepitelových buněk. (shrnuto v Sadler 2012, Obr. 1). 
 
Obrázek 1. Neurální ploténka. 
Schématický nákres dorzální strany 
lidského embrya během 18. a 20. dne 
neurulace. Modře znázorněn neurální 







Pro neurální indukci má zásadní význam inhibice BMP signální dráhy. Z více než třiceti 
známých BMP proteinů je do blokace neurální indukce nejvíce zapojen protein BMP4 (Wilson 
a Hemmati-Brivanlou 1995). BMP antagonisté chordin, noggin a follistatin jsou hlavní 
extracelulárně sekretované proteiny, které váží ligandy BMP signální dráhy a brání tak aktivaci 
receptoru (Zimmerman et al. 1996; Piccolo et al. 1996; Fainsod et al. 1997). Exprese těchto 
faktorů na ventrální straně embrya vede k neurální indukci a ke vzniku druhé tělní osy (Hawley 
et al. 1995). Naopak nepřítomnost těchto tří neurálních induktorů vede u Xenopus tropicalis 
k zachování BMP signalizace na dorzální straně embrya a v důsledku k tomu, že neurální 
ploténka nevznikne (Khokha et al. 2005). U savců je situace složitější, protože tyto proteiny se 
podílí především na vývoji anteriorních částí neurální trubice. U myších embryí s mutovanými 
geny pro chordin a noggin proto dochází především k poškození vývoje předního a středního 
mozku (Bachiller et al. 2000; shrnuto v Rogers et al. 2009). 
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Pro studium neurální indukce u obratlovců se používá jako modelový organismus především 
druh Xenopus. Získané výsledky ale není možné bez výhrad aplikovat i na vyšší obratlovce – 
amniota. Například u kuřecích embryí totiž blokace BMP signalizace nevede k expresi genu 
typického pro neuroektoderm SOX3 (Linker a Stern 2004). Tento a další výsledky naznačují, 
že pro vznik neuroektodermu u amniot jsou důležité i další signální dráhy. FGF signální dráha 
je do procesu neurální indukce zapojena velice významně několika způsoby. V buňkách 
ektodermu indukuje FGF signalizace expresi časných neurálních markerů například genu SOX3 
(Streit et al. 2000). Dále inhibuje expresi ligandů BMP signální dráhy BMP4 a BMP7 (Wilson 
et al. 2000). FGF signalizace také podporuje expresi BMP antagonistů chordinu a nogginu 
(Branney et al. 2009) a prostřednictvím MAPK aktivity inhibuje důležitý člen BMP signální 
dráhy SMAD1 (Kuroda et al. 2005). BMP a FGF signální dráhy také působí nezávisle na sobě, 
protože exprese anteriorních neurálních markerů je více citlivá na blokaci exprese BMP 
inhibitorů, zatímco exprese posteriorních markerů je závislá na FGF signalizaci (Wills et al. 
2010 shrnuto v Pownall a Isaacs 2010). 
Po indukci neuroektodermu se neurální ploténka postupně prodlužuje podél dlouhé osy a její 
vkleslá střední část se mění v neurální rýhu (brázdu). Laterální okraje neurální ploténky se 
zvedají a tvoří neurální valy. Zvýšené okraje se poté k sobě přibližují a spojují se ve střední 
čáře. Ke spojování dochází nejprve ve střední části a následně postupuje kraniálně a kaudálně. 
Výsledkem je vznik neurální trubice. Na konci neurulace je centrální nervový systém (CNS) 
tvořen uzavřenou trubicí se třemi rozšířeními, primárními mozkovými váčky, na hlavovém 






Obrázek 2. Vznik neurální trubice. 
Schematické znázornění morfogenetických 
pohybů při vzniku neurální trubice Diagram 
představuje transverzální řez embryem během 
neurulace. Neurální ploténka (modře) klesá 
a vytváří neurální rýhu obklopenou 
neurálními valy (zeleně). Následně neurální 
valy splývají za vzniku neurální trubice. Ta se 
poté odpojuje od povrchového ektodermu, 
který se nad ní uzavírá (Simões-Costa 













7.1.2 Diverzifikace buněk neurální trubice 
7.1.2.1 Dorzo-ventrální osa – SHH signální molekula 
Sonic hedgehog (SHH) představuje nejdůležitější ligand hedgehog (HH) signální dráhy. 
Aktivace této dráhy prostřednictvím SHH proteinu hraje u savců důležitou roli v mnoha fázích 
vývoje CNS. Asi nejvíce popsaná je funkce SHH proteinu jako morfogenu zodpovědného za 
diverzifikaci buněk neurální trubice podél dorzo-ventrální osy. Sekrece SHH proteinu probíhá 
ze dvou hlavních ventrálních signalizačních center. První z nich tvoří notochord (chorda 
dorsalis) a druhé spodinová ploténka (floor plate) neurální trubice tvořená specializovanými 
neuroepitelovými buňkami (Martí et al. 1995). 
Neurální trubice se brzy po uzavření skládá z několika dobře rozlišitelných oblastí. Spodní 
a vrchní část trubice uzavírá velice úzká vrstva neuroepitelových buněk s nízkou proliferační 
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aktivitou. Tyto oblasti se nazývají spodinová a stropová ploténka. Mezi nimi se nachází dvě 
vrstvy rychle se dělících neuroblastů, které tvoří alární (dorzální) a basální (ventrální) ploténku. 
Neuroblasty v alární a basální ploténce se dále diferencují, vytváří odlišné typy neuronů 
a exprimují různé neurální markery (Obr. 3). 
 
 
Obrázek 3. Členění neurální trubice. 
Čtyři hlavní domény (ploténky) buněk 
diverzifikovaných podél dorzo-ventrální osy. 
Diagram znázorňuje transverzální řez 





Obecně jsou za diverzifikaci buněk neurální trubice podél dorzo-ventrální osy zodpovědné 
čtyři typy signálních molekul. První skupinu tvoří FGF proteiny (především FGF8) 
produkované kaudálním mezodermem, jejichž inhibice je nutná pro správný průběh neurální 
diferenciace. Dále se na indukci neurální diferenciace podílí kyselina retinová (RA) uvolňovaná 
somity. SHH sekretovaný notochordem a spodinovou ploténkou je zodpovědný za diferenciaci 
neurálních buněk ventrálního typu, BMP proteiny produkované stropovou ploténkou 
a ektodermem překrývajícím neurální trubici se podílí na diferenciaci neurálních buněk 
dorzálního typu (shrnuto v Wilson a Maden 2005). 
SHH uvolňovaný z notochordu inhibuje proliferaci buněk ve ventrální části neurální trubice, 
čímž podporuje vznik spodinové ploténky (Placzek et al. 1990). Buňky spodinové ploténky 
poté začínají exprimovat a uvolňovat SHH, čímž vzniká v neurální trubici koncentrační 
gradient SHH molekul. SHH podporuje proliferaci neurálních progenitorových buněk v basální 
ploténce a jejich diferenciaci ve ventrální typy neurálních buněk, motorických neuronů 
a interneuronů (Ericson et al. 1996). Ztráta genu Shh u myší způsobuje mimo jiné absenci 
neurálních buněk ventrálního typu v neurální trubici (Chiang et al. 1996). Vliv chybějícího 
sekretovaného SHH proteinu na neurální trubici ale může být u myší výrazně potlačen mutací 
dalších členů HH signální dráhy. Konkrétně delecí transkripčního represoru Gli3 (Chiang 
a Litingtung 2000), který je aktivní v nepřítomnosti SHH ligandu, nebo mutací genu Ptch1 
(Iulianella et al. 2017), což je receptor a negativní regulátor HH signální dráhy. Protein SHH je 
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zodpovědný za ventralizaci neurálních buněk, není ale schopen indukovat vznik neurálních 
buněk z ektodermu. Ovlivňuje až další diverzifikaci a diferenciaci dříve indukovaných 
neuroektodermových buněk (Ekker et al. 1995). 
Diferenciace buněk dorzálních části neurální trubice je determinována aktivitou BMP 
signálních molekul. BMP-4 a BMP-7 proteiny produkované ektodermem pokrývajícím 
neurální trubici indukují vznik sekundárního signálního centra – stropové ploténky. BMP-4 
a další příbuzné geny jsou poté uvolňovány ze stropové ploténky a v alární ploténce vzniká 
jejich koncentrační gradient (Liem et al. 1995). V důsledku toho dochází v neurální trubici 
v dorzo-ventrální ose ke vzniku dvou proti sobě působících koncentračních gradientů 
signálních molekul BMP a SHH, které ovlivňují genovou expresi a další diferenciaci neurálních 
buněk.  
 
7.1.2.2 Antero-posteriorní osa – WNT signální dráha 
Během vývoje CNS savců regulují signální proteiny kódované WNT geny velké množství 
procesů. Je známo celkem devatenáct WNT proteinů u savců aktivujících různé signální dráhy. 
WNT signalizace se mimo jiné podílí na specifikaci neurální trubice podél antero-posteriorní 
osy, na uzavírání neurální trubice, dále WNT dráha reguluje morfogenezi neurální trubice, 
moduluje proliferaci a diferenciaci buněk a také se podílí na vývoji mnoha oblastí mozku 
(shrnuto v Mulligan a Cheyette 2012). 
Gradient WNT signálních molekul je klíčový pro vznik anterio-posteriorní osy v neurální 
trubici (Kiecker a Niehrs 2001). WNT proteiny způsobují posteriorizaci neurální trubice a jsou 
produkovány paraxiálním dorsolaterálním mesodermem (Elkouby et al. 2010). V anteriorní 
části neurální trubice je naopak WNT signalizace inhibována sekretovaným WNT antagonistou 
Dickkopf1 (Niehrs et al. 1998). 
Pro členění neurální trubice podél antero-posteriorní osy je důležitá exprese homeotických 
genů. Expresi HOX genů ovlivňuje koncentrace dvou signálních molekul, FGF8 a RA. FGF8 
a RA se tak nepodílí jen na diferenciaci a ventralizaci neurálních buněk, ale i na určení jejich 
antero-posteriorní poziční informace. Kaudální mesoderm tvoří a uvolňuje vysokou 
koncentraci FGF8, což vede v neurální trubici k expresi kaudálních genů HOXC9 a HOXB9. 
Rostrální mesoderm naopak produkcí RA podporuje expresi rostrálních HOX genů HOXC5 
a HOXB4 (Liu et al. 2001; Bel-Vialar et al. 2002). 
Exprese WNT genů se objevuje v různých fázích i v anteriorních oblastech vyvíjejícího se 
CNS. V myším embryu starém 8,5 dne je možné detekovat aktivní WNT/β-cateninovou dráhu 
ve vznikajícím telencephalu, diencephalu, mesencephalu, metencephalu, myelencephalu a také 
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v hřbetní míše (Maretto et al. 2003). Pokud není u myší exprimován gen Wnt1, pak u nich 
nedochází ke vzniku středního mozku (McMahon a Bradley 1990), pokud není exprimován gen 
Wnt3 tak nevzniká hippocampus (Lee et al. 2000). Všechna tato zjištění tak potvrzují důležitou 




7.1.3 Vývoj mozku 
Během embryonálního vývoje savců se na hlavovém konci neurální trubice tvoří tři 
rozšíření, primární mozkové váčky, které se stávají primárními anatomickými částmi mozku: 
přední mozek (prosencephalon), střední mozek (mesencephalon) a zadní mozek 
(rhombencephalon). Při dalším vývoji se prosencephalon dělí na telencephalon (budoucí 
mozkové hemisféry) a diencephalon (základ thalamu a hypothalamu). Rhombencephalon se 
také dělí na dvě části a to na metencephalon (pozdější Varolův most a mozeček) 
a myelencephalon (budoucí prodloužená mícha, shrnuto v Sadler 2012). Během vývoje mozku 
dochází ve stěnách neurální trubice k masivní proliferaci neurálních kmenových buněk. Tyto 
buňky dále pak diferencují do neuronů a gliových buněk. Nově vzniklé neurony migrují do 
různých částí vyvíjejícího se mozku a dávají tak vzniknout různým mozkovým strukturám. 
 
7.1.3.1 Neurální migrace a vliv thyroidního hormonu 
Thyroidní hormon (TH) reguluje in vivo vývoj CNS od rané embryogeneze až po 
neurogenezi v dospělém jedinci. Tento hormon ovlivňuje v mozku mnoho klíčových procesů: 
proliferaci, diferenciaci, migraci, synaptogenezi a myelinizaci. TH je v organismu vytvářen 
a uvolňován štítnou žlázou převážně ve formě méně aktivního pro-hormonu thyroxinu (T4). 
V cílových tkáních dochází dejodací k přeměně T4 na trijodtyronin (T3). Pro správný in utero 
vývoj CNS je důležitý jak TH od matky, tak TH vytvářený v pozdějších fázích vývoje štítnou 
žlázou plodu (shrnuto v Chan a Kilby 2000). 
TH ovlivňuje genovou expresi prostřednictvím vazby na receptory thyroidních hormonů 
(THR). THR patří do rodiny jaderných receptorů a u savců je kódován dvěma geny (THRA 
a THRB). V buňkách mohou vznikat dva izotypy THR, THRα a THRβ, které se dále vyskytují 
v několika izoformách. Na vývoj mozku má THR vliv jak s navázaným T3, kdy funguje jako 
aktivátor genové exprese, tak i bez ligandu jako represor. Již velmi dlouho je známo, že 
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nedostatek TH během vývoje CNS vede ke vzniku mnoha neurologických defektů a nevratným 
změnám ve struktuře a fungování mozku. (shrnuto v Bernal 2000; Préau et al. 2015). 
Ve vyvíjejícím se mozku TH mimo jiné významně ovlivňuje migraci buněk při vzniku kůry 
mozkové, hipokampu a mozečku. Neurální buňky proliferují ve ventrikulární zóně a nově 
vzniklé neurony migrují do dalších vrstev podél vláken specializovaných buněk nazývaných 
radiální glie. Buňky radiálních glií vznikají na začátku neurogeneze z neuroepitelových buněk. 
Dlouhé výběžky těchto bipolárních buněk slouží poté pro migraci neuronů. Radiální glie ale 
nemají pouze strukturální a podpůrnou funkci. Jedná se o neurální kmenové buňky, které 
dělením a následnou diferenciací vytváří nové neurony a gliové buňky (shrnuto v Malatesta et 
al. 2008). 
TH ovlivňuje neurální migraci dvěma způsoby. Zaprvé bylo zjištěno, že TH je potřebný pro 
maturaci radiálních glií. Nedostatek TH u potkanů během vývoje způsobuje pokles počtu 
maturovaných (GFAP pozitivních) radiálních glií, přestože množství nematurovaných 
radiálních glií zůstává stejné (Martínez-Galán et al. 1997). Zadruhé TH ovlivňuje expresi genu 
Reln, který kóduje extracelulární protein reelin nezbytný pro správnou migraci neuronů 
(Alvarez-Dolado et al. 1999). Kromě důležité role TH v neurální migraci se TH podílí i na 
mnoha dalších procesech během vývoje mozku. Ovlivňuje například genovou expresi 
v Purkyňových a Bergmannových buňkách při vývoji mozečku (Fauquier et al. 2014). 
 
7.1.3.2 Vývoj mozečku 
Mozeček (cerebellum) vzniká na rozhraní středního a zadního mozku. Vznik mozečku je 
řízen oblastí nazývanou isthmic organizer pomocí sekretovaných proteinů FGF8 a WNT1 
(Martinez et al. 1999). Samotná histogeneze mozečku začíná u myší devátý den embryonálního 
vývoje (u lidí 8 týden vývoje) tím, že se dorsolaterální části alárních plotének ohýbají a vytvářejí 
valy. Valy se dále stáčí, a tím vzniká mozečková ploténka skládající se ze dvou hemisfér a malé 
střední části nazývané vermis. Pro další vývoj jsou určující dvě germinální oblasti: rhombic lip 
(RL) a ventrikulární zóna (VZ). Neuroblasty z VZ migrují do bílé hmoty mozečku a dále 
diferencují. Prekurzorové buňky z RL vytváří na povrchu mozečku vrstvu nazývanou externí 
granulární zóna (external granule layer, EGL). V EGL dochází k další proliferaci buněk 
následované jejich migrací a diferenciací (Obr. 4). Ke vzniku finálního uspořádání mozečku 







Obrázek 4. Produkce granulárních neuronů v mozečku. 
Nákres znázorňuje prekurzory granulárních buněk (GCP, červeně) proliferující v oblasti EGL. 
Neuroblasty poté migrují skrz vrstvu Purkyňových buněk (modře) a diferencují do maturovaných 
granulárních neuronů (růžově, Martí a Bovolenta 2002, upraveno). 
 
Granulární buňky (Granule cells, GC) představují v mozku i mozečku nejčastěji se 
vyskytující typ neuronů. Přesná regulace produkce GC je proto klíčová pro normální vývoj 
mozečku, jeho velikost a vznik mozečkových struktur. Abnormálně zvýšená proliferace 
prekurzorů GC způsobuje vznik patologií, například agresivních dětských nádorů 
meduloblastomů (Schuller et al. 2008; Gibson et al. 2010). Prekurzory GC (Granule cell 
precursors, GCP) vznikají v RL a u myší od třináctého dne embryonálního vývoje migrují do 
EGL kde masivně proliferují. Proliferace GCP končí u myší až přibližně na konci druhého týdne 
postnatálního vývoje (Fujita et al. 1966). Dělení GCP v EGL řídí mitogenní faktor SHH 
sekretovaný z Purkyňových buněk. SHH brání diferenciaci GCP a prodlužuje dobu jejich 
proliferace. Kromě toho, že SHH ovlivňuje celkový počet GC tím, že podporuje expanzi jejich 
prekurzorů, tak SHH také podporuje diferenciaci Bergmanových buněk, které jsou nezbytné 
pro migraci diferencujících se GC z EGL do dalších vrstev mozečku (Dahmane a Ruiz i Altaba 
1999).  
Na regulaci vývoje mozečku se podílí i další, v této kapitole zmíněné faktory, jako jsou TH 
a WNT. TH ovlivňuje diferenciaci Purkyňových a Bergmanových buněk (Fauquier et al. 2014) 
a podporuje produkci SHH (Desouza et al. 2011). WNT signalizace podporuje proliferaci 
a potlačuje diferenciaci kmenových buněk ve VZ mozečku (Pei et al. 2012a). 
Vývoj CNS u savců je složitý a přísně regulovaný proces, který nekončí narozením, ale 
pokračuje i u dospělých jedinců. Hlavní roli zde hrají neurální kmenové buňky a jejich 




7.2 Neurální kmenové buňky 
Za neurální kmenové buňky (neural stem cells, NSC) je možné označit buňky se schopností 
sebeobnovy, které mají zároveň potenciál diferencovat do tří základních neurálních buněčných 
typů, astrocytů, neuronů a oligodendrocytů. 
Kmenové buňky obecně, je možné podle jejich vlastností dělit do různých skupin. 
Totipotentní kmenové buňky (zygota, u myší dvou-buněčné blastomery, u lidí až osmi-buněčné 
blastomery) mají schopnost dát po implantaci do dělohy vznik celému organizmu. Pluripotentní 
kmenové buňky, označované také jako embryonální kmenové buňky (embryonic stem cells, 
ESCs), jsou schopné diferencovat do všech buněčných typů savčího organismu. Po implantaci 
do dělohy ale z ESCs nemůže vzniknout nový jedinec, protože tyto buňky nejsou schopny dát 
vznik buňkám trofoblastu, a tím i placentě. ESCs je možné získat z vnitřní buněčné masy (inner 
cell mass) blastocysty. Většina kmenových buněk ale patří do skupiny multipotentních 
kmenových buněk. Tyto buňky jsou více omezené ve schopnosti růstu a diferenciace, přesto 
jsou stále schopny dát vznik více než jednomu buněčnému typu. Různé typy multipotentních 
kmenových buněk nesou názvy podle orgánů, ve kterých je možné je in vivo nalézt, nebo podle 
buněčných typů, do kterých jsou schopné diferencovat. NSC patří do multipotentních 
kmenových buněk a dávají v savčím mozku vzniknout více diferencovaným progenitorovým 




7.2.1 Neurální kmenové buňky v mozku dospělého jedince 
Během vývoje in utero vzniká v důsledku dělení, expanze, migrace, diverzifikace 
a diferenciace NSC celý CNS savčího organizmu. Vývoj mozku ale nekončí narozením 
a i v dospělosti si mozek zachovává určitý potenciál pro sebeobnovu a reparaci. Také v něm 
stále díky NSC vznikají nové nervové buňky, což je klíčové pro takové procesy, jako je učení 
a paměť. V dospělém mozku savců je možné NSC nalézt především ve dvou oblastech. Jednou 
je subventrikulární zóna (subventricular zone, SVZ) lemující postranní mozkové komory, od 
kterých je SVZ oddělena vrstvou ependymálních buněk. Další místo výskytu NSC v mozku 
dospělého jedince tvoří subgranulární vrstva (subgranular zone, SGZ), která se nachází 
v hipokampu v oblasti nazývané gyrus dentatus (Obr. 5, shrnuto v Bond et al. 2015). Po aktivaci 
vznikají z NSC v SVZ prekurzorové buňky, které se po opakovaném dělení mění na neuroblasty 
migrující směrem k bulbus olfactorius a diferencující se posléze v různé typy neuronů (Doetsch 
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et al. 1999). NSC typu radiálních glií v SGZ dávají vzniknout progenitorovým buňkám (Seri et 
al. 2001), které se několikrát rozdělí, než se změní v neuroblasty (Berg et al. 2015). Neuroblasty 
poté migrují a postupně se diferencují v granulární buňky, neurony dentálního gyru (Sun et al. 
2015). 
 
Obrázek 5. Neurální kmenové buňky 
v mozku dospělé myši. 
Schématický obrázek znázorňuje sagitální 
řez mozkem dospělé myši. Neurální 
kmenové buňky se nachází v oblasti SVZ 




I v současné době existují určité pochybnosti o tom, zda in vivo se vyskytující NSC v SVZ 
a SGZ mozku dospělého jedince jsou skutečné NSC. Schopnost sebeobnovy těchto buněk je 
zpochybněna tím, že tyto buňky se vyskytují in vivo většinou v neaktivním, quiscentním, stavu 
a po aktivaci se množí a diferencují. Jednou aktivovaná buňka je tak odstraněna diferenciací 
a nevrací se zpět do neaktivního stádia (Encinas et al. 2011). Jiná studie ale statut buněk v SGZ 
jako skutečných NSC potvrdila in vivo pozorováním určitých cyklů aktivace, quiscence 
a reaktivace těchto buněk (Bonaguidi et al. 2011). Také schopnost buněk SGZ diferencovat do 
všech tří typů neurálních buněk není zcela zřejmá. Tyto buňky diferencují in vivo do neuronů 
a astrocytů, ale ne do oligodendrocytů (Venere et al. 2012; Bonaguidi et al. 2011). Po izolaci 
a kultivaci in vitro je ale možné buňky z  SGZ diferencovat do všech tří typů neurálních buněk 
(Palmer et al. 1997). Omezená schopnost diferenciace in vivo je tak spíše důsledkem působení 
okolí než důkazem omezeného diferenciačního potenciálu těchto buněk. 
Jak bylo popsáno v první kapitole úvodu tak morfogeny BMP, WNT, SHH a hormon T3 
hrají klíčovou roli v regulaci vývoje CNS savců. Jejich úloha ale nekončí narozením a tyto 
faktory ovlivňují neurogenezi i v dospělém jedinci. BMP signalizace negativně reguluje 
produkci neuronů v SVZ prostřednictvím podpory terminální astrocytové diferenciace NSC 
(Lim et al. 2000). V SGZ udržuje BMP NSC v klidovém, quiscentním stavu a jeho blokace 
prostřednictvím nogginu způsobí nejprve masivní aktivaci NSC a jejich výraznou proliferaci, 
později ale dochází k výraznému úbytku NSC a v důsledku tak k potlačení neurogeneze (Mira 
et al. 2010). WNT signalizace podporuje proliferaci NSC a neurogenezi v SGZ, naopak exprese 
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negativních regulátorů této dráhy, proteinů sFRP3 a Dickkopf-1, podporuje setrvávání NSC 
v quiescentním stavu (Jang et al. 2013; Seib et al. 2013). Podobně jako WNT v SGZ působí 
i HH signalizace v SVZ, kde SHH podporuje proliferaci NSC (Ferent et al. 2014). V oblasti 
SVZ ovlivňuje nedostatek TH negativně proliferaci NSC a migraci nově vzniklých neuroblastů 
(Lemkine et al. 2005). V SGZ působí TH srovnatelným způsobem, podporuje proliferaci NSC 
(Montero-Pedrazuela et al. 2006), přežití nově vzniklých buněk a jejich neuronální diferenciaci 
(Ambrogini et al. 2005; Desouza et al. 2005). U in vitro kultivovaných NSC izolovaných 
z oblasti SGZ podporuje T3 proliferaci, přežití a gliální diferenciaci (Desouza et al. 2005). 
Studium NSC u savců je komplikováno především velkou rozmanitostí struktur a funkcí 
jednotlivých častí CNS a také heterogenitou všech neurálních buněčných typů. Je proto zřejmé, 
že i NSC z různých částí mozku se výrazně liší. Není ani zcela jasné, zda se NSC izolované 
z určité oblasti embryonálního mozku shodují ve svých vlastnostech s NSC získanými ze 
struktury v dospělém mozku, která z dané embryonální oblasti vznikla (Gage 2000). Určitá 
heterogenita se projevuje i v rámci jednotlivých oblastí. Dorzální a ventrální NSC SVZ 
produkují různé typy neuronů, a to i po in vitro kultivaci (Merkle et al. 2007). 
 
 
7.2.2 Kultivace neurálních kmenových buněk in vitro 
Za účelem podrobného studia vlastností NSC je možné tyto buňky kultivovat in vitro. 
Standardní metoda spočívá v izolaci NSC z různých oblastí mozku fetálního (Davis a Temple 
1994) nebo dospělého (Reynolds a Weiss 1992) jedince a v následné kultivaci buněk za 
přítomnosti epidermálního růstového faktoru (EGF, Reynolds a Weiss 1992) a fibroblastového 
růstového faktoru 2 (FGF-2, Gensburger et al. 1987). NSC je možné udržovat a množit in vitro 
dvěma způsoby. Jeden zahrnuje vznik mnohobuněčných agregátů neurosfér (Reynolds a Weiss 
1992), zatímco druhý způsob spočívá v propagaci přisedlých buněk v jedné vrstvě jako tzv. 
monolayer na upraveném povrchu misky (Pollard et al. 2006). 
Kromě zmíněné izolace buněk ze specifických oblastí mozku je možné NSC získat také 
alternativním způsobem, a to diferenciací z ESCs (Obr. 6). Existuje několik různých metod pro 
diferenciaci neurálních buněk z ESCs. Jedna z nich umožňuje vznik neurálních buněk 
v důsledku působení kyseliny retinové na mnohobuněčné agregáty ESCs (Bain et al. 1995). 
Další způsob zahrnuje kokultivaci ESCs s PA-6 buňkami (Kawasaki et al. 2000). Později ale 
bylo zjištěno, že ani vznik mnohobuněčných agregátu ani kokultivace s jinou buněčnou linií 
není nutná pro vznik NSC. Tyto buňky je možné získat kultivací ESCs v monolayer na miskách 
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s povrchem upraveným pomocí gelatinu a za přítomnosti růstových faktorů EGF a FGF-2 (Ying 





Obrázek 6. Tři zdroje neurálních kmenových buněk. 
Diagram ukazuje tři způsoby získání NSC. Tyto buňky je možné získat buď diferenciací 
z embryonálních kmenových buněk, nebo izolací z frontální oblasti mozku myšího plodu starého 15,5 
dne, případně izolací buněk z SVZ mozku dospělé myši (Pollard et al. 2006, upraveno). 
 
 
7.2.3 Diferenciace neurálních kmenových buněk 
NSC jsou definovany svou schopností diferencovat do všech tří základních typů neurálních 
buněk: do astrocytů, neuronů a oligodendrocytů. Stav buněk a míru jejich diferenciace je možné 
sledovat pomocí detekce exprese specifických genů, tzv. markerů. Pro nediferencované NSC 
je například typická exprese nestinu. Tento protein patří do rodiny intermediálních filament 
typu IV (Lendahl et al. 1990) a jeho exprese během diferenciace NSC klesá (Frederiksen 
a McKay 1988). Diferencované astrocyty exprimují gliální fibrilární kyselý proteinu (Glial 
fibrillary acidic protein, GFAP, Jacque et al. 1978), který je ale také typický pro určité typy in 
vivo se vyskytující NSC, jako jsou například buňky radiálních glií u vyvíjejícího se plodu (Choi 
a Lapham 1978) nebo NSC v oblasti SVZ (Doetsch et al. 1999) a SGZ (Seri et al. 2001) 
v mozku dospělého jedince. Neurony exprimují neuronálně specifickou podjednotku 
mikrotubulárního komplexu III-tubulin (Lee et al. 1990) a oligodendrocyty je možné nalézt 
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na základě exprese genu PLP1, který kóduje transmembránový proteolipid (Naismith et al. 
1985). Přítomnost oligodendrocytů je také možné sledovat pomocí detekce povrchového O4 
antigenu (Sommer a Schachner 1981). 
 
 
Obrázek 7. Diferenciace neurálních 
kmenových buněk. 
Schématické znázornění diferenciace NSC do 
astrocytů, neuronů a oligodendrocytů. 
Buněčně-specifické markery: nestin 
(nediferencované buňky), GFAP (astrocyty), 





Diferenciace, proliferace, quiscence a aktivace NSC jsou komplexní procesy, na kterých se 
podílí mnoho různých signálních drah. Přesná regulace všech zúčastněných faktorů je proto pro 
vývoj a správné fungování celého CNS savčího organismu klíčová. 
 
 
7.3 Proteiny obsahující sterol-sensing doménu 
Sterol-sensing doména (SSD) je v evoluci konzervovaná struktura tvořená přibližně 180 
aminokyselinami (amino acids, aa) uspořádanými do pěti transmembránových helixů. Tuto 
doménu je možné nalézt u proteinů, které se podílí na biosyntéze a metabolismu cholesterolu 
v buňkách, dále u proteinů zapojených do transportu cholesterolu a lipidů, u proteinů 
zapojených do HH signalizace a také u proteinů spojených s neuropatologickými změnami 





Obrázek 8. Proteiny obsahující sterol-
sensing doménu. 
Nákresy představují topologii šesti 
nejznámějších proteinů, které ve své 
struktuře obsahují sterol-sensing 
doménu (SSD) tvořenou pěti 
transmembránovými helixy (červeně, 













7.3.1 SSD proteiny zapojené do biosyntézy cholesterolu 
Cholesterol je steroidní látka přítomná v buněčných membránách eukaryotických 
organismů. V savčím organizmu slouží jako výchozí sloučenina pro syntézu steroidních 
hormonů, kalciferolů (prekurzorů vitamínu D), lipoproteinů a žlučových kyselin. První protein, 
u kterého byla identifikována SSD je HMG-CoA reduktáza (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-
coenzyme A reductase, HMGCR, Gil et al. 1985). Tento enzym se v buňkách v rámci tzv. 
mevalonátové biosyntetické dráhy podílí na syntéze cholesterolu. Protein HMGCR je u lidí 
tvořen 888 aa a obsahuje osm transmembránových úseků (Roitelman et al. 1992). Ve struktuře 
proteinu je možné rozpoznat dvě hlavní domény, N-koncovou 339 aa dlouhou doménu vázanou 
na membránu endoplazmatického retikula a C-koncovou 548 aa dlouhou cytoplazmatickou 
katalytickou doménu (Liscum et al. 1985). N-koncová doména v sobě obsahuje SSD tvořenou 
druhým až šestým helixem proteinu (88-218 aa, Gil et al. 1985). 
HMGCR představuje také hlavní regulátor mevalonátové biosyntetické dráhy. V přítomnosti 
vysoké hladiny cholesterolu dochází v buňkách k poklesu exprese mRNA HMGCR genu (Chin 
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et al. 1982) a k výraznému zrychlení proteolytické degradace samotného enzymu. Za degradaci 
HMGCR v přítomnosti cholesterolu je zodpovědná N-koncová regulační doména obsahující 
SSD (Gil et al. 1985). V důsledku klíčové role, kterou hraje HMGCR v regulaci biosyntézy 
cholesterolu je tento protein také cílem léků pro pacinty s hypercholesterolemií. Látky 
nazývané statiny se totiž dokáží vázat do aktivního centra HMGCR a blokovat tak jeho funkci 
(Istvan a Deisenhofer 2001). 
Druhý identifikovaný protein, ve kterém se nachází SSD je SREBP cleavage-activating 
protein (SCAP). 1023 aa dlouhý protein SCAP obsahuje osm transmembránových helixů a je 
důležitý pro udržení cholesterolové homeostáze v buňkách prostřednictvím regulace 
transkripce genů cholesterolové biosyntézy. V případě, že je v buňkách nízká hladina 
cholesterolu se SCAP váže na sterol regulatory element binding proteiny (SREBPs) 
a zprostředkovává jejich transport z endoplazmatického retikula do Golgiho aparátu, kde jsou 
SREBPs proteolyticky štěpeny. N-terminální fragment SREBP se poté přesouvá do jádra, kde 
působí jako transkripční faktor prostřednictvím vazby na specifický 10 bp dlouhý element DNA 
nazývaný SRE (sterol regulatory element). Tím dochází k aktivaci exprese genů spojených 
s biosyntézou cholesterolu například genu HMGCR (shrnuto v Brown a Goldstein 1999). 
7-Dehydrocholesterol reduktáza (DHCR7) představuje enzym katalyzující poslední krok 
v syntéze cholesterolu. Pomocí NADPH konvertuje 7-dehydrocholesterol na cholesterol. 
Exprese genu DHCR7 je tkáňově specifická (Waterham a Wanders 2000) a jeho mutace 
způsobuje tzv. Smithův-Lemliův-Opitzův syndrom (SLOS, Waterham et al. 1998) spojený 
s řadou malformací. Protein DHCR7 dlouhý 475 aa obsahuje devět transmembránových helixů, 
z nichž čtvrtý až osmý tvoří SSD (Moebius et al. 1998). 
SSD byla identifikována ve struktuře tří výše popsaných proteinů, které hrají klíčovou roli 
v biosyntéze cholesterolu. SSD se ale vyskytuje i v dalších proteinech, které jsou zapojeny do 
transportu cholesterolu a lipidů v buňce. 
 
 
7.3.2 NPC1 a NPC1L1 protein 
Niemann-Pickova choroba typu C (Niemann-Pick disease type C) je vzácné geneticky 
podmíněné onemocnění spojené s poškozením transportu cholesterolu. V buňkách pacientů 
neprobíhá efektivní relokace cholesterolu z lysozomů, a v důsledku toho dochází k akumulaci 
neesterifikovaného cholesterolu v pozdních endozomech a lysozomech (Neufeld et al. 1999). 
Toto onemocnění je v 95 % případů způsobené mutací v genu NPC1. Třináct 
transmembránových úseků obsahující protein NPC1 je tvořen 1278 aa z nichž aa 615 až 797 
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tvoří SSD (Ioannou 2000). Klinické studie potvrzují důležitost SSD pro správnou funkci 
proteinu NPC1 zjištěním, že právě mutace v oblasti kódující SSD jsou asociované 
s nejvážnějšími projevy této nemoci (Millat et al. 2001). Protein NPC1 se v buňkách vyskytuje 
v organelách, které se rychle pohybují podél mikrotubulů mezi endoplazmatickým retikulem 
a plazmatickou membránou buňky. Rychlý pohyb těchto váčků regulovaný přítomností 
cholesterolu je závislý na přítomnosti nepoškozené SSD v proteinu NPC1 a je narušen 
u pacientů trpících Niemann-Pick onemocněním (Zhang et al. 2001; Ko et al. 2001).  
Protein NPC1L1 (Niemann-Pick C1 Like 1 protein) je další člen rodiny NPC1 proteinů. 
NPC1L1 je vysoce homologní k proteinu NPC1 a také obsahuje třináct transmembránových 
helixů, z nichž pět tvoří SSD (Davies et al. 2000). Tento protein nacházející se v enterocytech 
tenkého střeva se podílí především na vstřebávání cholesterolu (Altmann et al. 2004) a jeho 
lokalizace v buňce závisí na koncentraci cholesterolu. NPC1L1 na cytoplazmatické membráně 
váže cholesterol a poté dochází k endocytóze proteinu i s cholesterolem prostřednictvím 
klatrinového komplexu. Endozomy jsou transportovány podél mikrofilament dále do cytosolu 
a cholesterol je přesouván do dalších buněčných organel (Ge et al. 2008). 
Kromě proteinů přímo spojených se syntézou a transportem cholesterolu v buňkách byla 
SSD identifikována i u dalších proteinů. Jedná se především o proteiny zapojené do jedné 
z nejdůležitějších signálních drah savčího organizmu, do HH signální dráhy. 
 
 
7.3.3 SSD proteiny v HH signální dráze 
Jak bylo popsáno v první kapitole úvodu, HH signální dráha je klíčová především 
v embryogenezi a její působení se výrazně podílí na vzniku CNS savců. Aktivita a správná 
regulace této dráhy je však důležitá i u dospělých jedinců. Nejdůležitější a nejvíce studovaný 
ligand HH dráhy u savců představuje protein SHH. Další, minoritní ligandy jsou desert 
hedgehod (DHH) a Indian hedgehog (IHH). SHH vzniká jako 45 kDa velký prekurzor u kterého 
dochází k autokatalytickému štěpení, čímž vzniká 20 kDa velký N-koncový fragment mající 
signalizační funkci. Během štěpení prekurzoru dochází k navázání molekuly cholesterolu na 
karboxylový konec signálního fragmentu a k palmitoilaci jeho N-konce. SHH může ovlivňovat 
buňky lokálně, autokrinním způsobem, nebo může být z buněk sekretován. Na uvolňování SHH 
z buněk se klíčovým způsobem podílí protein Dispatched 1 (DISP1), který také patří do rodiny 
proteinů obsahujících SSD. 1524 aa dlouhý protein DISP1 obsahuje dvanáct 
transmembránových helixů. DISP1 translokuje SHH přes plazmatickou membránu buněk. Pro 
transport je důležitá modifikace SSH cholesterolem. SHH fragment bez asociované molekuly 
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cholesterolu na svém C-konci není schopen vazby na DISP1 a tudíž není z buněk uvolňován 
(Burke et al. 1999). Klíčová je také přítomnost nepoškozené SSD v proteinu DISP1, protože 
mutace v této doméně způsobují poškození transportu SHH z buněk (Ma et al. 2002). 
Na membráně cílových buněk se SHH váže na receptor Patched 1 (PTCH1 nebo PTC). 
Protein PTCH1 je tvořen 1447 aa a včetně SSD obsahuje ve své struktuře dvanáct 
transmembránových helixů. Pokud není SHH přítomen tak PTCH1 prostřednictvím své SSD 
(Strutt et al. 2001) inhibuje aktivitu s G-proteiny spřaženého receptoru Smoothened (SMO). 
Není-li SMO v důsledku vazby SHH na PTCH1 inaktivován, dochází v buňkách k aktivaci 
transkripčních faktorů GLI, které se přesouvají do jádra, kde ovlivňují genovou expresi (shrnuto 
v Ingham a McMahon 2001). 
Přesná regulace HH signální dráhy během celého vývoje organismu je klíčová pro jeho 
správné fungování. Mutace v genech účastnících se HH signalizace mohou totiž vést k poruše 
regulace buněčné proliferace a diferenciace, a tím ke vzniku nádorů. Známé jsou například 
dětské, vysoce agresivní nádory meduloblastomy podskupiny SHH (Yang et al. 2008; 
Schroeder a Gururangan 2014). 
 
 
7.3.4 PTCHD proteiny 
Proteiny obsahující Patched doménu (Patched domain containing proteins, PTCHD 
proteiny) jsou transmembránové proteiny obsahující SSD. Strukturně jsou příbuzné proteinům 
PTCH1 a NPC1 (Obr. 9) a je možné je nalézt nejen u savců, ale i u mnoha dalších organismů 
jako jsou například Drosophila melanogaster a Caenorhabditis elegans (Zhong et al. 2014). 
U savců jsou známé čtyři proteiny patřící do této skupiny, a to: PTCHD1, PTCHD2 známý také 
jako DISP3, PTCHD3 známý také jako PTR a PTCHD4 známý také jako PTCH53. V současné 
době se ví jen velice málo o molekulární funkci těchto proteinů a o jejich zapojení do různých 
buněčných procesů. Na základě jejich strukturní podobnosti s proteinem PTCH1 se dříve 
předpokládala jejich možná účast v HH signalizaci. Tento předpoklad ale nemusí být správný, 
protože bylo například zjištěno, že PTCHD1 není schopen ovlivnit HH signalizaci v buňkách 
bez PTCH1. Toto zjištění tak naznačuje, že oba tyto proteiny se navzdory své strukturní 





Obrázek 9. Fylogenetický strom proteinů PTCHD, PTCH a NPC. 
Diagram znázorňuje evoluční příbuznost aminokyselinových sekvencí lidských PTCHD proteinů 
a dalších strukturně blízkých SSD proteinů (Zikova et al. 2009). 
 
Na X chromozomu se u lidí i myší (Homo sapiens: Xp22.11, Mus musculus: X F3) nachází 
gen PTCHD1, který kóduje 888 aa dlouhý transmembránový protein obsahující SSD. Tento 
gen byl nejprve popsán ve spojení s poruchami autistického spektra. U pacientů s mentálním 
postižením a s autistickou poruchou bylo postupně nalezeno a popsáno množství různých 
mutací a delecí jak v genu PTCHD1 tak i v jeho promotoru (Marshall et al. 2008; Noor et al. 
2010b; Filges et al. 2011; Chaudhry et al. 2015; Torrico et al. 2015). U myší je možné detekovat 
expresi genu Ptchd1 především v mozku. V okamžiku po narození je exprese tohoto genu 
nejvíce patrná v oblasti retikulárního jádra thalamu, které reguluje spánkový rytmus 
a pozornost. Později je exprese genu Ptchd1 nejvyšší v oblasti mozkové kůry, ve striatu 
a především v mozečku (Wells et al. 2016). Protein PTCHD1 byl nalezen v synapsích neuronů, 
ve kterých je schopen prostřednictvím své C-terminální domény interagovat 
s postsynaptickými proteiny PSD95 a SAP102. U myší s delecí genu Ptchd1 (hemizygotní myší 
samci Ptchd1Y/−) se objevovaly poruchy učení, určité motorické defekty a hyperagresivita 
(Wells et al. 2016). Myši s delecí dále vykazovaly strukturní a funkční změny excitačních 
synapsí v hipokampu a změny v expresi mnoha synaptických genů (Ung et al. 2017). Všechny 
tyto výsledky tak ukazují na důležitou roli proteinu PTCHD1 při postnatálním vývoji mozku 
a při regulaci jeho fungování. 
Gen Dispatched 3 (DISP3), známý také jako PTCHD2 a KIAA1337, byl v naší laboratoři 
nalezen během studie, která se zabývala geny regulovanými thyroidním hormonem T3. 
V literatuře byl tento gen poprvé popsán v projektu zabývajícím se bioinformatickou analýzou 
sekvenčních dat lidské cDNA z mozku (Katoh a Katoh 2005). Gen DISP3, u lidí lokalizovaný 
na chromozomu 1 (p36.22) a u myší na chromozomu 4 (E2) kóduje protein o velikosti 1392 aa 
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u lidí a 1347 aa u myší. Protein DISP3 obsahuje 13 transmembránových úseků, z nichž pět tvoří 
SSD (Obr. 10). Gen DISP3 je exprimován především v tkáních neurálního původu jako jsou 
mozek a sítnice a jeho exprese může být jak in vitro, tak i in vivo, regulována thyroidním 
hormonem. DISP3 dále také ovlivňuje metabolismus a lokalizaci cholesterolu v buňkách 
(Zikova et al. 2009). Mutace v genu DISP3 mají onkogení účinek a mohou ovlivňovat progresi 
určitých typů mozkových nádorů (Johansson et al. 2004, 2005). Gen DISP3 je také spojován 
například se závislostí na UV světle tj. na opalování (Cartmel et al. 2014) a se vznikem očních 
vad jako je krátkozrakost (Chen et al. 2016). 
 
Obrázek 10. Protein DISP3. 
Schématický nákres předpokládané 
topologie proteinu DISP3. Sterol-
sensing doména (SSD) je 




Gen PTCHD3 se nachází u lidí na chromozomu 10 (p12.1), u myší na chromozomu 11 (E2). 
Expresi tohoto genu je možné detekovat především ve varlatech, a to v zárodečných buňkách. 
U myší je možné rozpoznat dvě izoformy tohoto proteinu PTCHD3a a PTCHD3b. První z nich 
obsahuje 410 aa, druhá 906 aa přičemž prvních 409 aa je schodných u obou izoforem (Fan et 
al. 2007). Navzdory tomu, že je gen PTCHD3 exprimován především ve varlatech, tak 
u dospělých jedinců je možné sledovat přítomnost jeho mRNA i v mnoha dalších typech tkání 
(Ghahramani Seno et al. 2011). Funkce tohoto genu není zatím známá, ale je spojován například 
s poruchami autistického spektra (Ghahramani Seno et al. 2011), se vznikem astmatu u dětí 
(White et al. 2016) a s nádory střev (Smith et al. 2013). 
U lidí na chromozomu 6 (p12.3) a u myší na chromozomu 17 (B3) se nachází gen PTCHD4 
známý také jako PTCH53. Exprese tohoto genu je regulována proteinem p53 který hraje 
důležitou roli v regulaci buněčného cyklu a v odpovědi buněk na poškození. Protein p53 
představuje jeden z nejdůležitějších tumor supresorových genů, který funguje především jako 
sensor poškození jaderné DNA. Vzhledem k tomu, že zvýšená exprese genu PTCHD4 inhibuje 
v buňkách HH signální dráhu, tak je možné předpokládat, že protein PTCHD4 představuje 
spojovací článek mezi signalizací pomocí p53 proteinu a HH dráhou (Chung et al. 2014).  
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Proteiny obsahující ve své struktuře SSD se v buňkách účastní mnoha procesů a jejich 
poškození může mít vážný dopad na fungování celého organizmu. Nezanedbatelná je také úloha 




Tumor mozku představuje u dětí jeden z nejčastěji se vyskytujících typů nádorů. 
Meduloblastomy pak tvoří přibližně 13 % všech mozkových nádorů. Jedná se o především 
pediatrické, vysoce maligní, často metastazující nádory CNS vznikající z oblasti mozečku. 
V České republice je ročně diagnostikováno přibližně 10-12 meduloblastomů a úspěšnost léčby 
dosahuje pětiletého bezpříznakového přežití u 70 – 80 % u pacientů standartního rizika a 30 – 
70 % u pacientů vysokého rizika (Zitterbart et al. 2010).  
Meduloblastomy je možné klasifikovat na základě jejich histopatologických rysů do 
několika skupin. Jedná se o klasický meduloblastom, desmoplastický/nodulární meduloblastom 
(D/N), meduloblastom s extenzivní nodularitou (MBDEN), anaplastický meduloblastom (A) 
a velkobuněčný meduloblastom (large cell, LC). Histologický nález LC meduloblastomu bývá 
často spojen s anaplastickou histologií, tudíž se tyto dvě varianty často uvádí jako jeden typ 
LC/A meduloblastom (Ellison 2010). Klasifikace meduloblastomů podle histologického nálezu 
je sice standardně používaná metoda, ale neodráží současný stav poznání, ani neodpovídá zcela 
patogenezi nádoru a prognóze pro pacienty. Proto došlo na základě expresních profilů 
k rozdělení meduloblastomů do tzv. molekulárních podskupin, které lépe vypovídají 
o obecných charakteristikách jednotlivých subtypů (shrnuto v Taylor et al. 2012; Schroeder 
a Gururangan 2014). 
 
 
7.4.1 Molekulární podskupiny meduloblastomů 
První studie zabývající se rozdělením meduloblastomů do skupin na základě genové exprese 
zavedla pět subtypů meduloblastomů (Kool et al. 2008). Později došlo na základě dalších 
výsledků k přehodnocení tohoto rozdělení a meduloblastomy se dělí do čtyřech základních 
podskupin: sonic hedgehog (SHH) subtyp, WNT subtyp, subtyp 3 a subtyp 4 (Northcott et al. 
2011b). Nejnovější výsledky dále rozšířily toto rozdělení a bylo navrženo členění 
meduloblastomů celkem do dvanácti tříd: WNTα, WNTβ, SHHα, SHHβ, SHHγ, SHHδ, subtyp 





Obrázek 11. Molekulární podskupiny meduloblastomů. 
Diagram znázorňuje rozdělení meduloblastomů do čtyřech základních skupin a jejich další členění do 
celkem dvanácti podskupin. Je uvedeno zastoupení jednotlivých podskupin, jejich příbuznost, vybrané 
klinické údaje a nejčastější změny v DNA (Cavalli et al. 2017). 
 
7.4.1.1 WNT subtyp 
Asi nejvíc prostudovanou skupinou meduloblastomů je skupina WNT. Do této podskupiny 
patří přibližně 15 % meduloblastomů. Prognóza pacientů je velice dobrá (více než 90 % přežití), 
poměr zastoupení pacientů obou pohlaví vyrovnaný a nádor se nejčastěji objevuje u dětí 
starších tří let. 
Tako podskupina byla pojmenována podle WNT signální dráhy. Kanonická WNT signální 
dráha zahrnuje přenos signálu na β-catenin (gen CTNNB1). Pokud není WNT přítomen pak 
v buňkách dochází k fosforylaci a následné degradaci β-cateninu. Navázání WNT ligandu na 
receptor Frizzled (FZ) spojený s koreceptorem LRP (LDL receptor related protein) blokuje 
prostřednictvím dalších proteinů fosforylaci β-cateninu GSK-3 kinázou a umožňuje tak jeho 
transport do jádra, kde aktivuje expresi cílových genů. 
U více než 75 % meduloblastomů patřících do skupiny WNT je možné nalézt mutaci ve 
třetím exonu genu pro β-catenin (CTNNB1, Zurawel et al. 1998) Také mutace v dalších genech, 
které způsobí nadměrnou aktivaci WNT signální dráhy, podporují progresi tohoto typu nádoru 
(Northcott et al. 2012). Mutace v genu APC, který kóduje inhibitor WNT dráhy vede ke vzniku 
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Turcotova syndromu, jehož klinický obraz zahrnuje častý výskyt meduloblastomů (Hamilton 
et al. 1995). Byl vytvořen i myší model tohoto typu meduloblastomů. Myši deficientní v genu 
Trp53 (p53) exprimují stabilizovanou alelu genu CTNNB1 v progenitorových buňkách rhobic 
lip vyvíjejícího se mozku, což u nich vede ke vzniku meduloblastomů WNT subtypu v oblasti 
dorzálního mozkového kmene (Robinson et al. 2012)  
 
7.4.1.2 SHH subtyp 
Meduloblastom patřící do podskupiny SHH je diagnostikován u přibližně 25 % pacientů. 
Věková distribuce tohoto tumoru je bimodální, s vysokým výskytem ve skupině pacientů ve 
věku 0-3 roky a ve skupině pacientů nad 16 let. Ve věkové skupině 4-16 let se tento subtyp 
nádoru vyskytuje jen velice vzácně. Prognóza pacientů s SHH subtypem meduloblastomu je 
středně dobrá a srovnatelná s prognózou pacientů s nádorem subtypu 4.  
SHH subtyp meduloblastomů byl pojmenován podle SHH proteinu, ligandu v této práci 
několikrát zmíněné HH signální dráhy. Deregulace HH signální dráhy v důsledku mutací totiž 
vede ke vzniku tohoto typu nádoru. Konkrétně mutace v receptoru HH dráhy PTCH1, mutace 
v genech SMO a SUFU a také amplifikace genů GLI1 a GLI2 dokáží iniciovat onkogenezi 
vedoucí k meduloblastomu subtypu SHH (Pastorino et al. 2009; Brugières et al. 2010; Slade et 
al. 2011; Northcott et al. 2011a). Pacienti s dědičnou mutací způsobující konstitutivní aktivaci 
HH signální dráhy trpí tzv. Gorlinovým syndromem, který je charakterizován rozvojem 
bazálních karcinomů a vyšším výskytem meduloblastomů (Bale et al. 1998). Vznik 
meduloblastomů subtypu SHH byl pozorován i u myší heterozygotních pro gen Ptch1 (Ptch1+/- 
Goodrich et al. 1997; Zurawel et al. 2000), stejně jako u myší deficientní v genu Trp53 
a heterozygotních pro gen Sufu (Sufu+/-, Lee et al. 2007). Za vznik meduloblastomů SHH 
subtypu je zřejmě zodpovědná především špatná regulace proliferace a diferenciace již dříve 
zmíněných prekurzorů granulárních buněk, které se výrazně podílí na vzniku mozečku a jeho 
struktur (Schuller et al. 2008; Gibson et al. 2010). 
 
7.4.1.3 Subtyp 3 
Do skupiny nádorů subtypu 3 (nazývané také subtyp C) je možné zařadit přibližně 25 % 
meduloblastomů. Tento subtyp se vyskytuje častěji u mužů než u žen (poměr přibližně 2:1) a je 
častý u novorozenců a dětí, ale téměř se nevyskytuje u dospělých pacientů. Meduloblastomy 
subtypu 3 tvoří ve většině případů metastázy a prognóza pro pacienty je velice špatná (jen 
přibližně 50 % přežití) v porovnání s prognózou pro ostatní subtypy.  
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Pro meduloblastomy subtypu 3 je typická především vysoká exprese genů MYC a OTX2 
(Northcott et al. 2011b; Di et al. 2005). Genom buněk tohoto nádoru je dále velice nestabilní 
a vyskytují se v něm chromozomové aberace. Tetraploidie se nachází v nádorech až u 54 % 
pacientů (Jones et al. 2012). 
U myší deficientních v genu Trp53 docházelo ke vzniku nádorů s charakteristikou 
meduloblastomů subtypu 3 v důsledku transplantace upravených neurálních progenitorových 
buněk. Buňky byly izolované z postnatálního mozečku myši a virovou infekcí do nich byla 
vnesena stabilní forma Myc genu (Pei et al. 2012b) 
 
7.4.1.4 Subtyp 4 
Nejčastěji se vyskytující, ale nejméně prozkoumaný subtyp meduloblastomu je subtyp 4 
(nazývaný také subtyp D). Až více než 35 % meduloblastomů je možné zařadit do této skupiny. 
Výrazný rozdíl je v incindenci u mužů a žen (poměr až 3:1). U většiny pacientek (až 80 %) se 
pak v nádorových buňkách nachází pouze jedna kopie X chromozomu. To spolu s vyšším 
výskytem meduloblastomů subtypu 4 u mužů naznačuje existenci jednoho nebo více tumor 
supresorových genů na chromozomu X (Northcott et al. 2012). 
Podobně jako u nádorů subtypu 3, tak i u subtypu 4 se často vyskytují tetraploidie. Častá je 
také přítomnost izochromozomu 17q a delece 17p. Navíc je možné u meduloblastomů subtypu 
4 často pozorovat overexpresi genů MYCN a CDK6 (Northcott et al. 2011b). Dosud nebyl 
popsán žádný myší model pro tento typ meduloblastomů. 
 
Pro studium meduloblastomů je možné kromě myších modelů použít i buněčné linie 
pěstované in vitro. Jedná se o linie buněk, které vznikly izolací z konkrétního pacienta. 
V současné době je známo více než čtyřicet linií meduloblastomových buněk, z nichž u většiny 
je možné určit, do jaké podskupiny patří. Nejvíce je zastoupena skupina meduloblastomů 
subtypu 3 s overexpresí MYC genu (Ivanov et al. 2016).  
 
Nádorové buňky ve svých charakteristikách často mohou připomínat buňky kmenové. Jedná 
se především o expresi specifických markerů a o schopnost sebeobnovy a diferenciace (shrnuto 
v Lathia et al. 2011). Proto, když jsme se zaměřili na studium vlivu proteinu DISP3 na 
proliferaci, přežití a diferenciaci neurálních buněk bylo to nejen kvůli jeho možné roli ve vývoji 




8 Materiál a metody 
8.1 Buněčné kultury a kultivace buněk in vitro 
Buněčné linie NS-5, C17.2 a O4ANS nám poskytl Dr. Dietman Spengler (Max-Planck 
Institute of Psychiatry, Munich, Germany) s laskavým svolením prof. Austina Smithe 
(Wellcome Trust Centre for Stem Cell Research, University of Cambridge, Cambridge, United 
Kingdom). Buněčné linie DAOY, D341 a D425 poskytl prof. Mathias Heikenwaelder 
(Helmholtz Zentrum Muenchen, GmbH, Munich, Germany). Od společnosti American Type 
Culture Collection (ATCC) jsme získali buněčné linie HEK Phoenix-Eco (CRL-3214), Y79 
(HTB-18) a MCF7 (HTB-22), od společnosti Thermo Fisher Scientific jsme získali buněčnou 
linii HEK 293 FT (R70007). Seznam všech použitých buněčných linií je uveden v tabulce 1. 
 
NS-5 mouse neural stem cells (Conti et al. 2005) 
C17.2 mouse neural progenitor cells (Snyder et al. 1992) 
O4ANS mouse adult neural stem cells (Pollard et al. 2006) 
HEK 293 FT human embryonic kidney cells   
HEK Phoenix-Eco human helper-free retrovirus producer lines (Swift et al. 2001) 
DAOY human desmoplastic medulloblastoma cell line (Jacobsen et al. 1985) 
D341 human medulloblastoma cell line (Friedman et al. 1988) 
D425 human medulloblastoma cell line (Bigner et al. 1990) 
Y79 human retinoblastoma cell line (Reid et al. 1974) 
MCF7 human breast cancer cell line (Soule et al. 1973) 
 
Tabulka 1. Seznam použitých buněčných linií. 
 
 
Buňky NS-5 a O4ANS byly kultivovány v růstovém médiu připraveném kombinací 
DMEM/F12 média (Sigma), které obsahovalo 1× N2 supplement (Gibco) a Neurobasal média 
(Gibco), které obsahovalo 1× B27 supplement (Gibco) a L-glutamin (2 mM, Gibco). Růstové 
médium bylo dále doplněno insulinem (12,5 µg/ml, Sigma), apo-transferrinem (50 µg/ml, 
Sigma), BSA (25 µg/ml, Gibco) a růstovými faktory FGF-2 (10 ng/ml, R&D Systems) a EGF 
(10 ng/ml, R&D Systems). Buňky byly pasážovány každý druhý den za použití 0,025% 
trypsinu/EDTA (Gibco) a byly vysévány na misky s povrchem upraveným pomocí želatiny 
(Gelatin from porcine skin, Sigma) v koncentraci přibližně 1,5 × 104 buněk/cm2. 
Buňky C17.2 byly kultivovány v růstovém médiu DMEM (Sigma) doplněném 10% FBS 
(Fetal Bovine Serum, Gibco), 5% HS (Horse Serum, Gibco), L-glutaminem (2 mM, Gibco) 
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a penicilinem/streptomycinem (Gibco). Buňky byly pasážovány každý třetí den za použití 
0,05% trypsinu/EDTA (Gibco) a byly vysévány na misky v koncentraci přibližně 1 × 104 
buněk/cm2. 
Buňky HEK 293 FT a HEK Phoenix-Eco byly kultivovány v  médiu DMEM (Sigma) 
doplněném 10% FBS (Gibco), L-glutaminem (4 mM, Gibco) a penicilinem/streptomycinem 
(Gibco). 
Buňky DAOY, D341 a D425 byly kultivovány v médiu IMEM (Gibco) doplněném 10% 
FBS (Gibco) a penicilinem/streptomycinem (Gibco). 
Buňky Y79 byly kultivovány v médiu RPMI-1640 (Gibco) doplněném 10% FBS (Gibco) 
a penicilinem/streptomycinem (Gibco). 
Buňky MCF7 byly kultivovány v médiu DMEM (Sigma) doplněném 10% FBS (Gibco), 
penicilinem/streptomycinem (Gibco) a insulinem (12,5 µg/ml, Sigma). 
 
 
8.2 Diferenciace neurálních buněk in vitro 
Neurální kmenové buňky NS-5 a O4ANS byly před diferenciací vysety na misky s povrchem 
upraveným pomocí poly-ornithinu/lamininu (Sigma, Invitrogen) v koncentraci 0,5 × 104 
buněk/cm2 ve standardním růstovém médiu. Po jednom dni kultivace buněk bylo růstové 
médium vyměněno za médium podporující diferenciaci. Neurální kmenové buňky 
diferencovaly do astrocytů po čtyřech dnech kultivace v diferenciačním médiu, které bylo 
připraveno ze standartního růstového média bez růstových faktrorů FGF-2 a EGF s navíc 
přidaným 1% FBS (Gibco). Pro diferenciaci do neuronů a oligodendrocytů byly buňky 
kultivovány v DMEM/F12 médiu (Sigma), které obsahovalo 1× N2 supplement (Gibco) a bylo 
doplněno forskolinem (10 µM, Sigma), PDGF-AA (10 ng/ml, R&D Systems) a FGF-2 (10 
ng/ml, R&D Systems). Po čtyřech dnech kultivace bylo médium vyměněno za DMEM/F12 
médium, (Sigma), které obsahovalo 1× N2 supplement (Gibco) a bylo doplněno thyroidním 
hormonem (T3, 30 ng/ml, Sigma), kyselinou askorbovou (200 µM, Sigma) a FGF-2 (7.5 ng/ml, 
R&D Systems). Od pátého dne byla koncentrace FGF-2 v diferenciačním médiu postupně 
snižována pomocí každodenní výměny poloviny média za médium bez FGF-2, a to po dobu 
následujících čtyř dnů. 
Neurální progenitorové buňky C17.2 byly před diferenciací vysety na kutlivační misky 
v koncentraci 0,26 × 103 buněk/cm2 ve standardním růstovém médiu. Po jednom dni kultivace 
bylo růstové médium vyměněno za diferenciační médium složené z DMEM/F12 média 
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(Sigma), které obsahovalo 1× N2 supplement (Gibco) a bylo doplněno neurotropními faktory 
NGF (10 ng/ml R&D Systems) a BDNF (10 ng/ml R&D Systems). Buňky C17.2 diferencovali 
do směsné populace astrocytů a neuronů v průběhu sedmi dní. 
 
 
8.3 Produkce virů, transdukce a transfekce buněk 
Pomocí metody CRISPR/Cas9 byly vytvořeny buněčné linie buněk NS-5 a D341 s mutacemi 
v genu Disp3 (DISP3). Vhodné sekvence pro cílenou mutagenezi byly nalezeny programem E-
CRISP tool (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/). Navržena byla dvě vhodná místa 
CRISPR/Cas9 cílené mutageneze pro gen Disp3 v myších buňkách NS-5, která se nacházela ve 
druhém a sedmém exonu a dvě vhodná místa mutageneze pro gen DISP3 v lidských buňkách 
D341, která se nacházela v exonu dva a tři. Pro produkci sgRNA byly do vektoru 
lentiCRISPRv1 (Addgene # 49535) po štěpení enzymem BsmBI vloženy hybridizované 
oligonukleotidy (Sigma-Aldrich), jejichž sekvence jsou uvedeny v tabulce 2 (Shalem et al. 
2014). Za účelem produkce lentivirů obsahujících sekvenci pro sgRNA, protein Cas9 
a rezistenci k antibiotiku puromycinu, byly do buněk HEK 293 FT transfekovány činidlem 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) současně tři plazmidy, a to pLentiCRISPRv1 s vloženou 
sekvencí pro sgRNA, psPAX2 (Addgene # 12260) a pVSV-G (Addgene # 8454). 24 hodin po 
transfekci byl supernatant z buněk odebrán a viriony byly precipitovány pomocí PEG/it (SBI). 
Precipitát byl rozpuštěn v PBS a přidán do média k buňkám NS-5 nebo D341. Kontrolní buňky 
byly infikovány lentiviry, které neobsahovaly sekvenci pro cílenou mutagenezi. Po 24 hodinové 
inkubaci s lentiviry bylo médium vyměněno za čerstvé a po dalších 24 hodinách byl buňkám 





MuDisp3 E2 sgRNA#1 
5´-CACCGGTTCTGCTGGAAGCCCCATG-3´ 
5´-AAACCATGGGGCTTCCAGCAGAACC-3´ 
MuDisp3 E7 sgRNA#2 
5´-CACCGGTAGAGGCTCCAGAGGCCCA-3´ 
5´-AAACTGGGCCTCTGGAGCCTCTACC-3´ 
HuDISP3 E2 sgRNA#3 
5´-CACCGAAGCGTCTCGGAGGTGAAGT-3´ 
5´-AAACACTTCACCTCCGAGACGCTTC-3´ 




Tabulka 2. Seznam oligonukleotidů vkládaných pro produkci sgRNA do vektoru lentiCRISPRv1. 
 
 
NS-5 buňky se sníženou expresí genu Disp3 byly vytvořeny pomocí krátkých vlásenkových 
RNA (shRNA). Dvě vhodné cílové sekvence byly navrženy v programu The pSilencer 
Expression Vector Insert Design Tool (5′-AUCGAGCUCAUCUUUCUGG-3′ a 5′-
GUUCUCUCAUGACUUACUU-3′, Ambion). Oligonukleotidy obsahující navržené sekvence 
(Ambion) byly po hybridizaci vloženy do vektoru pSilencer 2.1-U6 puro (Ambion) a vzniklé 
plazmidy byly transfekovány do buněk NS-5 transfekčním činidlem Lipofectamine 2000 
(Invitrogen). Kontrolní buňky byly transfekovány plazmidem pSilencer 2.1-U6 puro-NC 
(Ambion). Puromycin (1 µg/ml) byl přidán do média 24 hodin po výměně transfekční směsi za 
standardní médium a buňky byly v přítomnosti antibiotika selektovány po dobu sedmi dní. 
Buněčné linie NS-5 a C17.2 s nadexpresí genu DISP3 byly připraveny pomocí retrovirové 
transdukce. Lidská sekvence genu DISP3 (GenBank AB037758.1) byla vložena do expresního 
vektoru pBABE-Hygro (Sigma) po předchozím štěpení vektoru enzymy BamHI a EcoRI. 
Vzniklý plazmid byl transfekován za účelem produkce retrovirů do buněk Phoenix-ECO 
transfekčním činidlem Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Supernatant obsahující viriony byl 
z buněk odebrán 36 hodin po transfekci a buňky NS-5 nebo C17.2 byly inkubovány ve směsi 
standardního růstového média, virového supernatantu a polybrenu (4 µg/ml) po dobu 8 hodin. 
Kontrolní buňky byly infikovány retroviry, které neobsahovaly sekvenci genu DISP3. 
Hygromycin (200 µg/ml) byl přidán do média 24 hodin po výměně média za čerstvé a buňky 
byly v přítomnosti antibiotika selektovány po dobu sedmi dní. 
Pro vznik buněk DAOY s nadexpresí genu DISP3 byl pomocí transfekčního činidla 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) do buněk transfekován expresní plazmid pCDNA3-DISP3. 
Tento plazmid vznikl vložením lidské sekvence genu DISP3 (GenBank AB037758.1) do 
restrikčního místa EcoRV a XbaI vektoru pCDNA3 (Invitrogen). Kontrolní buňky byly 
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transfekovány plazmidem pCDNA3, který neobsahoval sekvenci genu DISP3. Antibiotikum 
G418 (500 µg/ml) bylo přidáno do média 24 hodin po výměně transfekční směsi za standardní 
médium a buňky byly v jeho přítomnosti selektovány po dobu sedmi dní. 
 
 
8.4 Detekce mutací pomocí T7 endonukleázy I 
Genomová DNA byla z buněk NS-5 izolována použitím QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) 
podle návodu výrobce. 524 bp (exon 2) nebo 551 bp (exon 7) dlouhý úsek DNA obklopující 
místo cílené mutageneze byl amplifikován metodou PCR za použití Q5 High-Fidelity DNA 
polymerázy (New England BioLabs) a primerů T7EI-Disp3 sgRNA#1 a T7EI-Disp3 sgRNA#2 
(Tab. 3). 200 ng purifikovaného PCR produktu bylo poté denaturováno (95°C, 10 minut) 
a pomalu znovu hybridizováno (95-85°C rychlost poklesu teploty 2°C/s, 85-25°C rychlost 
poklesu teploty 0.1°C/s a poté 25°C 5 minut) za účelem tvorby heteroduplexů. Hybridizované 
PCR produkty byly štěpeny T7 endonukleázou I (37°C, 20 minut, New England BioLabs), která 
rozpoznává místa, kde se v důsledku přítomnosti různých mutací v heteroduplexech nachází 
nespárované nukleotidy. Fragmenty heteroduplexů vzniklé endonukleázovým štěpením byly 
detekovány na 2% agarosovém gelu a výsledky byly vyhodnoceny v počítačovém programu 











Tabulka 3. Primery použité pro PCR při T7 endonuclease I assay. 
 
 
8.5 Izolace RNA a qPCR 
Celková RNA byla z buněk nebo tkání izolována použitím PureLink RNA Mini Kit 
(Ambion) podle návodu výrobce. RNA pro stanovení hladiny DISP3 mRNA v lidských 
nádorech jsme získali díky Dr. André O. von Buerenovi (Department of Pediatric Hematology 
and Oncology, University Medical Center Hamburg-Eppendorf, Germany) a prof. Mathiasi 
Heikenwaelderovi (Helmholtz Zentrum Muenchen, GmbH, Munich, Germany). Pro přípravu 
cDNA bylo použito 200 ng celkové RNA, M-MLV reverzní transkriptáza (Promega) a random 
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hexamer primery (Invitrogen). Kvantitativní PCR (qPCR) byla provedena v technických 
triplikátech za použití reakční směsi SYBR Green I Master mix (Roche) a přístroje 
LightCycler® 480 system (Roche). Seznam všech primerů použitých pro qPCR je uveden 
v tabulce 4. Data byla vyhodnocena za použití LightCycler® 480 Software (Roche) a Microsoft 
Excel 2013 (Microsoft). Relativní hodnoty exprese byly vypočítány z hodnot Cq 





































R: 5′-AGCTCTGACTGCACCGTG TAGGA-3′ 
Prelp 
F: 5′-GAACTTCTAGCTGGCTCTCT-3′ 








Tabulka 4. Seznam primerů použitých pro qPCR.  
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8.6 Čipová analýza 
Koncentrace celkové RNA izolované z buněk byla stanovena pomocí spektrofotometru 
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), kvalita RNA byla elektroforeticky ověřena pomocí 
přístroje Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent). Pro mikročipovou analýzu NS-5 buněk byly 
použity DNA čipy typu Illumina MouseRef-WG-6 v2 Expression BeadChips (Illumina), pro 
C17.2 buňky jsme použili čipy typu Illumina MouseRef-8 v2 Expression BeadChips (Illumina). 
250 ng RNA bylo amplifikováno a značeno užitím Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit 
(Ambion) a poté bylo 1500 ng značené cRNA hybridizováno na čipu podle návodu výrobce. 
Analyzovány byly tři nebo čtyři nezávislé biologické replikáty pro každou skupinu vzorků. 
Získaná data byla zpracována v programu GenomeStudio (verze 1.9.0.24624; Illumina) 
a vyhodnocena v balíčku limma (Smyth 2004) projektu Bioconductor (Gentleman et al. 2004; 
Huber et al. 2015) způsobem popsaným v literatuře (Valach et al. 2012): Za účelem odstranění 
pozadí byl použit normální-exponenciální model, ke standardizaci dat byla použita kvantilová 
normalizace a log-2 transformace byla použita pro stabilizaci variance dat. Porovnání 
intenzitních hodnot za účelem nalezení odlišně exprimovaných genů bylo provedeno pomocí 
moderovaného t-testu. Kritéria pro určení vybraných genů byla: P < 0,001, což odpovídá 
Storeyho q < 0,933 a |log2FC| > 0,4 pro NS-5 buňky a P < 0,05, což odpovídá Storeyho q < 0,9 
a |log2FC| > 0,6 pro C17.2 buňky. Data z čipové analýzy (MIAME, Minimum Information 
About a Microarray Experiment) byla uložena do databáze ArrayExpress (Kolesnikov et al. 
2015) jako záznamy E-MTAB-4485 (NS-5 buňky) a E-MTAB-2975 (C17.2 buňky). 
Pro analýzu exprese genu DISP3 v lidských mozkových nádorech byla hrubá data (soubory 
CEL) získána z databáze ArrayExpress (Kolesnikov et al. 2015) záznamy E-GEOD-42658 
(Henriquez et al. 2013a) a E-GEOD-21140 (Northcott et al. 2011b). K normalizaci 
a standardizaci dat jsme použili algoritmus RMA (Irizarry et al. 2003) implementovaný 
v balíčku oligo (Carvalho a Irizarry 2010) projektu Bioconductor (Gentleman et al. 2004; Huber 
et al. 2015) ve statistickém prostředí R. Porovnání intenzitních hodnot bylo uděláno pomocí t-
testu a Wilcoxonova testu (Mann-Whitney U). 
 
 
8.7 Imunodetekce proteinů (Western blot) 
Buňky na 60 mm miskách, středně konfluentně narostlé, byly lyzovány ve 400 µl lyzačního 
roztoku (60 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% glycerol a 5% 2-merkaptoethanol), inkubovány 
5 minut při teplotě 95ºC a sonikovány. Proteiny byly rozděleny metodou SDS-PAGE s použitím 
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4-15% předpřipravených gradientních polyakrylamidových gelů (Biorad) a přeneseny na 
nitrocelulózové membrány (Whatman). Membrány byly následně po dobu 1 hodiny blokovány 
v roztoku TBST (20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20), který obsahoval 5% 
odtučněné mléko. Poté byly membrány inkubovány přes noc při teplotě 4ºC v primární 
protilátce (anti-DISP3 1:500 (Zíková et al. 2014); anti-aktin 1:500, Sigma; anti-GAPDH 
1:2000, GeneTex) naředěné v roztoku 1% mléka v TBST. Po promytí byly membrány 
inkubovány s HRP-konjugovanou sekundární protilátkou (Anti-Rabbit IgG, GE Life Sciences; 
Anti-Mouse IgG, Cell Signaling). Pozitivní signál byl detekován pomocí ECL kitu (GE Life 
Sciences) a zobrazen pomocí rentgenových filmů (Agfa). 
 
 
8.8 Regulace aktivity receptoru thyroidních hormonů v NS-5 
buňkách 
Za účelem aktivace receptoru thyroidních hormonů (THR) byly buňky NS-5 kultivovány 12 
hodin v normálním růstovém médiu s různou koncentrací thyroidního hormonu (T3 – 
Trijodthyronin, Sigma). Tato kultivace následovala po předchozí, 24 hodinové inkubaci buněk 
v médiu s kompetitivním inhibitorem THR (5× 10-4 M, KB044146, poskytl M. R. Witt - 
KaroBio AB). Pro inhibici aktivity THR byly NS-5 buňky kultivovány 24 hodin v normálním 
růstovém médiu obsahujícím T3 (10-7 M) a doplněném o kompetitivní inhibitor THR 
KB044146 v různých koncentracích. 
 
 
8.9 Stanovení rychlosti růstu buněk 
Rychlost proliferace buněk byla stanovena metodou založenou na detekci množství 
radioaktivně značeného thymidinu inkorporovaného do nově vzniklé DNA („thymidine 
incorporation assay“). Buňky byly vysety do 96 jamkové destičky v koncentraci 4× 103 (NS-5) 
nebo 3× 103 (C17.2, D341 a DAOY) buněk na jamku. Po dvanácti hodinách byl k buňkám na 
dobu 8 hodin (NS-5) nebo 6 hodin (C17.2, D341 a DAOY) přidán [methyl-3H] thymidin (UJV 
Řež). Buňky byly následně přeneseny pomocí přístroje FilterMate Harvester (PerkinElmer) na 
Filtermat membránu (PerkinElmer). Množství inkorporovaného radioaktivně značeného 




Kumulativní růstová křivka byla vytvořena na základě opětovného vysévání buněk na 
kultivační misky každý druhý den v koncentraci 1,5× 104 buněk na cm2. Počet buněk byl vždy 
stanoven pomocí přístroje CASY Cell Counter and Analyzer System (Roche). 
 
 
8.10 Analýza buněčného cyklu 
Středně konfluentní NS-5 buňky kultivované ve standardním růstovém médiu byly sklizeny 
pomocí 0,025% trypsinu (trypsin/EDTA, Gibco) a fixovány v 70% etanolu. Po inkubaci buněk 
přes noc v -20ºC a následném promytí v PBS byly buňky barveny po dobu 15 minut v roztoku 
obsahujícím 0,1% Triton X-100 v PBS, propidiumjodid (20 µg/ml, Sigma) a RNázu A (200 
µg/ml, Thermo Scientific). Vzorky obarvených buněk byly analyzovány pomocí průtokového 
cytometru BD LSRII a výsledky byly vyhodnoceny v počítačovém programu FlowJo (FlowJo 
LLC) pomocí aplikace Watson pragmatic univariate analysis tool. 
 
 
8.11 Stanovení buněčné senescence 
NS-5 buňky byly kultivovány po dobu přibližně 30 dní, pasážovány každý druhý den 
a vysévány na misky v koncentraci přibližně 1,5 × 104 buněk/cm2. Poté byly vysety na misky 
s krycím sklíčkem a po dvoudenní kultivaci byly buňky po promytí PBS fixovány pomocí 0,5% 
glutaraldehydu (Sigma). Po omytí buněk roztokem 1mM MgCl2 v PBS byla krycí sklíčka 
s fixovanými buňkami inkubována 30 hodin při 37ºC v barvícím roztoku (PBS, 1mM MgCl2, 
5mM K3Fe(CN)6 5mM K4Fe(CN)6 a X-Gal 1 mg/ml). Preparáty byly po obarvení zamontovány 
na podložní sklíčko v roztoku ProLong Gold Antifade Mountant (Invitrogen). Reprezentativní 
obrázky byly snímány na mikroskopu Leica DM 6000B, pomocí kamery DFC490, s použitím 
počítačového programu LAS AF (Leica Microsystems). Získané snímky byly zpracovány 
v počítačovém programu ImageJ (Schneider et al. 2012). 
 
 
8.12 Indukce a detekce apoptózy 
Apoptóza byla indukována pomocí poškození buněk γ zářením. Jeden den před ozařováním 
byly buňky vysety v koncentraci 1,5 × 104 buněk/cm2 do T25 kultivačních lahviček ve 
standardním růstovém médiu. Buňky byly ozářeny dávkou 0 Gy nebo 5 Gy na kobaltovém 
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ozařovači 60Co (dávkový příkon 3,75 Gy/min), lahvičky byly umístěny ve vodním fantomu 
v 5 cm vody. Apoptóza byla měřena 24 hodin po ozáření pomocí průtokového cytometru 
Muse® Cell Analyzer (Merk Millipore) a za použití Muse® Caspase-3/7 Assay Kit (Merk 
Millipore) podle návodu výrobce. 
 
 
8.13 Imunofluorescenční barvení 
Buňky kultivované v misce na krycím sklíčku byly fixovány pomocí 4% paraformaldehydu, 
permeabilizovány 0,1% Tritonem X-100 a 2 hodiny blokovány směsí 10% NGS (Normal Goat 
Serum, Jackson ImmunoResearch) a 5% BSA (Sigma). Poté byly buňky přes noc při teplotě 
4ºC inkubovány s primární protilátkou naředěnou v PBS s 1% BSA. Použité primární protilátky 
byly: rabbit polyclonal anti-DISP3 protilátka (1: 500, (Zikova et al. 2014), mouse monoclonal 
anti-GFAP protilátka (1:400, Sigma), mouse monoclonal anti-βIII-tubulin protilátka (1: 1000, 
R & D Systems), mouse monoclonal anti-oligodendrocyte marker O4 protilátka (1:500, R&D 
Systems), mouse monoclonal Ki-67 protilátka (1:400, Diagnostic BioSystems) a mouse 
monoclonal anti-nestin protilátka (1:400, Millipore). Pro vizualizaci barvení byly inkubovány 
1,5 hodiny při pokojové teplotě se sekundární protilátkou konjugovanou s fluorescenční 
značkou, která byla naředěná 1:1000 v PBS s 1% BSA. Použité sekundární protilátky byly: goat 
anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488 sekundární protilátka (Invitrogen), goat anti-Mouse IgG Alexa 
Fluor 568 sekundární protilátka (Invitrogen), goat anti-Mouse IgM Alexa Fluor 555 sekundární 
protilátka (Invitrogen) a goat anti-Mouse IgG Alexa Fluor 488 sekundární protilátka 
(Invitrogen). Pro vizualizaci proteinů nestin, GFAP a βIII-tubulin v buňkách C17.2 byla použita 
goat anti-Mouse IgG Biotin sekundární protilátka (Invitrogen) a následně streptavidin 
konjugovaný s fluorescenční značkou Alexa Fluor 555 (Invitrogen). Jádra buněk byla obarvena 
pomocí DAPI (1:5000, Sigma). Preparáty byly zamontovány na podložní sklíčko v roztoku 
ProLong Gold Antifade Mountant (Invitrogen). Reprezentativní obrázky byly snímány na 
mikroskopu Leica DM 6000B, pomocí kamery DFC350FX, s použitím počítačového programu 
LAS AF (Leica Microsystems). Získané snímky byly zpracovány v počítačovém programu 





8.14 Automatická a manuální obrazová analýza 
imunofluorescenčně barvených buněk 
Snímky sklíček s imunofluorescenčně obarvenými buňkami pro automatickou i manuální 
obrazovou analýzu byly pořízeny automatickým mikroskopem Operetta High Content Imaging 
System (PerkinElmer) při 20 násobném zvětšení za použití počítačového programu Harmony 
software (PerkinElmer). Automatická analýza obrazu byla provedena v počítačovém programu 
Columbus image analysis soſtware (PerkinElmer). 
Relativní počet proliferujících NS-5 buněk byl určen na základě barvení jader buněk 
protilátkou proti Ki-67 antigenu. Analyzováno bylo minimálně 100 polí (přibližně 12600 
buněk) pro každý nezávislý biologický replikát. Nejprve byla na základě barvení DAPI 
v programu Columbus nalezena jádra buněk (Obr. 12 vlevo), a tím byl i určen celkový počet 
buněk ve vzorku. Poté byla určena hranice intenzity barvení buněk protilátkou Ki-67, podle 
které program automaticky rozděloval buňky do dvou skupin, na Ki-67 pozitivní buňky (Obr. 





Obrázek 12. Vlevo a uprostřed: Mikroskopie buněk obarvených DAPI a protilátkou proti Ki-67 




Relativní počet βIII-tubulin pozitivních buněk byl stanoven na základě analýzy minimálně 
50 polí (přibližně 8800 buněk) pro každý nezávislý biologický replikát. Nejprve byla na základě 
barvení DAPI v programu Columbus nalezena jádra buněk (Obr. 13 vlevo, modrá), a tím byl 
i určen celkový počet buněk ve vzorku. Poté byla programem Columbus u buněk na základě 
barvení protilátkou proti βIII-tubulinu definována oblast cytoplazmy pomocí nástroje Find 
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Cytoplasm Tool. Buňky byly podle stanovené bazální intenzity barvení rozděleny do dvou 
skupin, na βIII-tubulin pozitivní buňky (Obr. 13 vpravo, zelená) a na βIII-tubulin negativní 




Obrázek 13. Vlevo: Mikroskopie buněk obarvených protilátkou proti βIII-tubulinu a DAPI. 
Vpravo: Kvantifikace βIII-tubulin pozitivních buněk v počítačovém programu Columbus. 
 
 
Relativní počet vysoce diferencovaných astrocytů byl určen na základě analýzy minimálně 
100 polí (přibližně 7500 buněk) pro každý nezávislý biologický replikát. Jádra buněk byla 
nalezena v programu Columbus na základě barvení DAPI (Obr. 14 vlevo, modrá), a tím byl 
i určen celkový počet buněk ve vzorku. Oblast cytoplazmy byla v programu Columbus u buněk 
automaticky definována pomocí nástroje Find Cytoplasm Tool, na základě barvení protilátkou 
proti GFAP proteinu (Obr. 14 vlevo, zelená). U buněk byly následně kvantifikovány vybrané 
parametry: intenzita fluorescence GFAP barvení v cytoplazmě, velikost cytoplazmy, kulatost 
buněk, poměr délky a šířky buněk, rozložení intenzity barvení v cytoplazmě, velikost jádra 
a maximum a minimum intenzity barvení. Po tréninku klasifikátoru program automaticky 
rozděloval a počítal buňky. Buňky byly rozděleny do čtyř skupin: „high“, „medium“, „low-big“ 
a low-small“ (Obr. 14 vpravo). Ve skupině buněk pojmenované jako high se nacházely vysoce 
diferencované astrocyty s intenzivně barvenou cytoplazmou a hvězdicovitým tvarem. Ve 
skupině medium se nacházely méně diferencované astrocyty s nižší intenzitou barvení a více 
kompaktním tvarem. Ve třetí skupině low-big byly buňky, u kterých došlo k diferenciaci a tudíž 
ke změně jejich velikosti a tvaru, ale barvení protilátkou proti GFAP bylo velice slabé. Ve 
skupině low-small se nacházely jen velice málo diferencované buňky, nebo buňky u kterých 






Obrázek 14. Vlevo: Mikroskopie buněk obarvených protilátkou proti GFAP a DAPI. Vpravo: 
Kvantifikace diferenciace buněk do astrocytů v počítačovém programu Columbus. 
 
 
Relativní počet neuritů na buňku byl stanoven na základě analýzy minimálně 50 polí 
(přibližně 8000 buněk) pro každý nezávislý biologický replikát. Jádra buněk byla definována 
v programu Columbus na základě barvení DAPI (Obr. 15 vlevo, modrá), a tím byl i určen 
celkový počet buněk ve vzorku. Neurity byly nalezeny v programu Columbus na základě 
barvení protilátkou proti βIII-tubulinu (Obr. 15 vlevo, zelená) pomocí Neurite Finding Tool 
(CSIRO Neurite Analysis method, (Wang et al. 2010), Obr. 15 vpravo) a následně byly 




Obrázek 15. Mikroskopie buněk obarvených protilátkou proti βIII-tubulinu a DAPI. Vpravo: 
Kvantifikace počtu neuritů na buňku v počítačovém programu Columbus. 
 
 
Procenta neuronů v diferencované buněčné kultuře a počty primárních neuritů na neuron 
byly stanoveny v programu ImageJ manuální analýzou dvou polí (přibližně 300 buněk) pro 
každý nezávislý biologický replikát. Buňky s alespoň jedním výběžkem (neuritem) a s denzní 
cytoplazmou, která se intenzivně barvila protilátkou proti βIII-tubulinu, byly označeny za 
diferencované neurony. Ostatní buňky nalezené pomocí barvení jader DAPI byly počítány jako 
nediferencované buňky. Primární neurity, výběžky odstupující přímo z těla neuronu bez ohledu 
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na další následné větvení, byly určeny na základě barvení protilátkou proti βIII-tubulinu 
a následně byly v programu ImageJ pomocí aplikace Cell Counter manuálně spočítány. 
 
 
8.15 Imunohistochemické barvení a mikroskopie 
Mozky novorozených myší byly po disekci a promytí vychlazeným PBS fixovány přes noc 
ve 4% formaldehydu (Penta). Pro imunohistochemické barvení byly z myších mozků po 
zamontování do parafinu připraveny mikrotomem sagitální řezy silné 6 µm, které byly 
přeneseny na podložní sklíčka SuperFrost Plus. Parafínové řezy meduloblastomů jsme získali 
od Dr. André O. von Buerena (Department of Pediatric Hematology and Oncology, University 
Medical Center Hamburg-Eppendorf, Germany). Vzorky na sklíčkách byly deparafinovány, 
rehydratovány a následně povařeny 20 minut v 10mM citrátovém pufru, pH 6 za učelem 
optimalizace prezentace antigenu. Po promytí v PBS byla sklíčka 15 minut inkubována v 1% 
roztoku H2O2 v metanolu (blokace aktivity endogenních peroxidáz) a blokována 1 hodinu 
v roztoku 5% NGS (Jackson ImmunoResearch) v PBS. Poté byla sklíčka přes noc při teplotě 
4ºC inkubována s primární protilátkou. Použité primární protilátky byly: rabbit polyclonal anti-
DISP3 protilátka (1: 500, Zikova et al. 2014), rabbit monoclonal Ki-67 (SP6) protilátka (1:100, 
Diagnostic BioSystems) a rabbit polyclonal Anti-PCNA protilátka (1:1000, abcam). Barvení 
bylo následně vizualizováno metodou avidin-biotin za použití ABC kitu (Vectastain) 
a diaminobenzidinu (DAB) jako chromogenu. Vzorky byly dobarveny hematoxylinem, 
reprezentativní obrázky byly snímány na mikroskopu Leica DM2000, s použitím počítačového 
programu LAS EZ (Leica Microsystems). Získané snímky byly zpracovány v počítačovém 
programu ImageJ (Schneider et al. 2012). 
Proliferující buňky v mozečku novorozené myši obarvené protilátkou proti Ki-67 antigenu 
byly manuálně počítány v programu ImageJ s použitím aplikace Cell Counter. Analyzovány 
byly zpravidla dvě až tři myši ze dvou až tří nezávislých vrhů mláďat pro každou linii i věk. 
U každé myši byla hodnocena vybraná oblast (přibližně 300 buněk) ze tří řezů. Procenta Ki-67 
pozitivních buněk byla stanovena na základě poměru mezi buňkami obarvenými protilátkou 






8.16 Experimentální zvířata, příprava transgenních myší 
Chov myší, příprava transgenních jedinců i veškeré in vivo exprerimenty byly provedeny 
v souladu se směrnicí 2010/63/EU o ochraně, chovu a využití pokusných zvířat a podle projektu 
pokusu schváleného rezortní komisí Ústavu molekulární genetiky AVČR (Ref. 24/2008 
a 8/2016). 
Za účelem vytvoření transgenních myší byla lidská varianta genu DISP3 z plazmidu 
pF1KSDA1337 (Kazusa, FXC00806) vložena do PacI-PmeI místa PLP promotorové kazety, 
kterou nám laskavě poskytla prof.  W. B. Macklin (School of Medicine Cell and Developmental 
biology, University of Colorado). Tato kazeta obsahuje první exon a první intron genu Plp (Fuss 
et al. 2000). Vzniklý konstrukt byl mikroinjektován do pronuklea oplodněného vajíčka myši 
kmene B6D2F1. Tato procedura byla provedena transgenní a reprodukční jednotkou v Curychu 
(Universitäts Spital Zürich). Transgenní myši byly po ověření přítomnosti vložené kazety 
pomocí PCR dále kříženy s myšmi kmene B6D2F1 a množeny. Popsaným způsobem byly 
připraveny dvě nezávislé PLP/DISP3 pozitivní linie transgenních myší tg#10 a tg#39. 
Genotypování myší probíhalo na vzorku genomové DNA izolované z konečku ocasu pomocí 









Tabulka 5. Primery použité pro genotypování myší. 
 
 
8.17 Zpracování výsledků a statistická analýza 
Získaná data byla zpracována pomocí počítačového programu Microsoft Excel 2013 
(Microsoft) a následně pomocí programu GraphPad Prism (verze 6, GraphPad). V bodových 
grafech každý bod představuje nezávislý biologický replikát a středová úsečka značí 
aritmetický průměr. Ve sloupcových grafech je znázorněna hodnota aritmetického průměru 
analyzovaných vzorků. Chybové úsečky ukazují velikost směrodatné odchylky. Statistická 
signifikance výsledků určená v programu GraphPad Prism pomocí nepárového t-testu 
s Welchovou korekcí je v grafech znázorněna hvězdičkami *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 




9.1 DISP3 v myších neurálních buňkách in vitro 
9.1.1 Vliv thyroidního hormonu na expresi genu Disp3 
Exprese genu Disp3 je in vitro a také in vivo regulována pomocí receptoru thyroidních 
hormonů (THRA, Zikova et al. 2009). Z toho důvodu jsme se rozhodli sledovat vliv TH 
(trijodthyroninu, T3) na hladinu Disp3 mRNA také v myších neurálních kmenových buňkách 
NS-5. Zjistili jsme, že přidání T3 do média vede k nárůstu exprese genu Disp3 v buňkách NS-
5 (Obr. 16A, Tab. 6) a naopak přítomnost kompetitivního THR inhibitoru KB044146 v médiu 




Obrázek 16. Změna exprese genu Disp3 v důsledku aktivace/inhibice THR v NS-5 buňkách. 
Hladina Disp3 mRNA byla stanovená metodou qPCR v NS-5 buňkách po přidání různých koncentrací 
T3 (A) nebo THR inhibitoru (B) do média. Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou průměry 





    koncentrace T3 (M) 
  Inh 0 10-9 10-7 10-5 
Disp3/Ubb relativní 












Tabulka 6. Relativní hladina Disp3 mRNA v NS-5 buňkách po přidání různých koncentrací T3 
do média. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 
uvedeny průměry tří nezávislých vzorků (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
  koncentrace THR inhibitoru (M) 
  0 10-7 10-6 10-5 
Disp3/Ubb relativní 










Tabulka 7. Relativní hladina Disp3 mRNA v NS-5 buňkách po přidání různých koncentrací THR 
inhibitoru do média. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce je uveden 
průměr tří nezávislých vzorků (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
 
9.1.2 Změna exprese genu Disp3 v důsledku diferenciace neurálních kmenových buněk 
NSC mají schopnost se měnit - diferencovat do tří základních neurálních buněčných typů: 
do astrocytů, neuronů a oligodendrocytů. Diferenciaci buněk je možné hodnotit pomocí detekce 
exprese specifických genů, tzv. markerů. Nediferencované buňky exprimují nestin (gen Nes), 
jehož exprese v průběhu diferenciace neurálních kmenových buněk klesá (Frederiksen 
a McKay 1988) a naopak dochází k nárůstu exprese markerů diferencovaných buněk. Za 
marker astrocytů je považován gen Gfap (Jacque et al. 1978), neurony exprimují neuronálně 
specifický III-tubulin (gen Tubb3, Lee et al. 1990) a oligodendrocyty je možné rozpoznat 
pomocí detekce exprese genu Plp1 (Naismith et al. 1985), nebo pomocí O4 antigenu (Sommer 
a Schachner 1981, Obr. 17A). 
Pro in vitro diferenciaci myších neurálních kmenových buněk NS-5 byly použity dva typy 
protokolů. Při použití prvního diferenciačního protokolu dochází k diferenciaci buněk do 
astrocytů, druhý postup podporuje vznik směsné kultury neuronů a oligodendrocytů. Vliv 
diferenciace na expresi genu Disp3 jsme sledovali pomocí qPCR. Porovnáním hladin mRNA 
Disp3 v jednotlivých buněčných typech jsme zjistili, že v nediferencovaných buňkách je 
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hladina exprese Disp3 v porovnání s diferencovanými buňkami výrazně vyšší. V astrocytech 
docházelo k poklesu hladiny mRNA Disp3 až na přibližně polovinu oproti nediferencovaným 
buňkám. Ve směsné kultuře oligodendrocytů a neuronů nebyl zjištěný pokles hladiny mRNA 
tak silný, Disp3 mRNA byla pouze na 75 procentech původní hladiny mRNA 
nediferencovaných buněk (Obr. 17B, Tab. 8). Diferenciaci buněk jsme ověřili pomocí qPCR 
detekce mRNA genů Nes, Gfap, Tubb3 a Plp1. Množství mRNA genu Nes, typického 
především pro nediferencované buňky bylo u obou diferencovaných buněčných kultur nižší 
v porovnání s výchozí hladinou a naopak exprese genů Gfap typického pro astrocyty, Tubb3 
markeru neuronů a Plp1 specifického pro oligodnedrocyty byla v důsledku diferenciace buněk 
do příslušných buněčných typů výrazně zvýšena (Obr. 17C, Tab. 8). 
Výsledky jsme dále potvrdili pomocí imunofluorescenčního barvení buněk polyklonální 
protilátkou proti DISP3 proteinu. Přítomnost proteinu DISP3 bylo možné pozorovat 
v cytoplazmě nediferencovaných buněk. Naopak po diferenciaci byla hladina, 
imunofluorescenčně barveného proteinu DISP3 v buňkách velice nízká a tento efekt byl 
nejvýraznější u astrocytů (Obr. 18). Diferenciaci buněk jsme ověřili pomocí 
imunofluorescenčního barvení buněčně-specifických markerů GFAP (astrocyty), III-tubulin 






Obrázek 17. Diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5. 
(A) Schématické znázornění diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5 (buněčně-specifický 
marker nestin) do astrocytů (buněčně-specifický marker GFAP), neuronů (buněčně-specifický marker 
βIII-tubulin) a oligodendrocytů (buněčně-specifické markery gen Plp1 a O4 antigen). 
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Disp3 mRNA (B) a Nes, Gfap Tubb3 a Plp1 mRNA (C) stanovená metodou qPCR v diferencovaných 
a nediferencovaných NS-5 buňkách. Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou průměry tří 









exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,056 0,45 ± 0,062 0,75 ± 0,068 
Nes/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,123 0,64 ± 0,085 0,39 ± 0,033 
Gfap/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,223 2900 ± 337 95,7 ± 10,04 
Tubb3/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,104 2,36 ± 0,357 7,23 ± 0,689 
Plp1/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,132 7,30 ± 0,914 123 ± 9,42 
 
Tabulka 8. Relativní hladina mRNA genů Disp3, Nes, Gfap Tubb3 a Plp1 v diferencovaných 
a nediferencovaných NS-5 buňkách. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR , Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 






Obrázek 18. Protein DISP3 v diferencovaných a nediferencovaných NS-5 buňkách. 
Imunofluorescenční barvení nediferencovaných a diferencovaných NS-5 buněk. Zeleně protein DISP3, 
červeně buněčně-specifické markery GFAP (astrocyty), III-tubulin (neurony) a O4 (oligodendrocyty). 




Pro detailnější popsání změn exprese Disp3 v myších neurálních kmenových buňkách NS-5 
během diferenciace jsme stanovili hladinu Disp3 mRNA v různých časech během diferenciace. 
NS-5 buňky byly diferencovány do astrocytů (Obr. 19A). Pomocí qPCR jsme pozorovali náhlý 
nárůst hladiny Disp3 mRNA v buňkách první den po výměně média za diferenciační, což už 
bylo v okamžiku kdy exprese markeru nediferencovaných buněk nestinu poklesla a naopak 
exprese markeru diferencovaných astrocytů Gfap začala stoupat. V dalších dnech Disp3 mRNA 
už pouze klesala, a to až na přibližně polovinu původní exprese v nediferencovaných buňkách 
(Obr. 19B, Tab. 9). Zvýšení hladiny Disp3 mRNA první den diferenciace ale nebylo provázeno 
změnou na proteinové úrovni. Hladina proteinu vizualizovaného imunofluorescenčním 
značením byla vysoká v nediferencovaných buňkách a během diferenciace pouze klesala (Obr. 
19C). Velice podobný výsledek jsme získali i při použití druhého typu diferenciace. Při 
diferenciaci NS-5 buněk do neuronů a oligodendrocytů (Obr. 20A) došlo nejprve k nárůstu 
hladiny Disp3 mRNA a teprve poté k jejímu poklesu na přibližně 75 procent původní hladiny 
v nediferencovaných buňkách (Obr. 205B, Tab. 10). Množství proteinu DISP3 sledované 
pomocí imunofluorescenčního barvení v průběhu diferenciace pouze klesalo (Obr. 20C).  
Získané výsledky by se daly shrnout tak, že v porovnání s diferencovanými astrocyty, 
neurony nebo oligodendrocyty je exprese genu Disp3 v nediferencovaných buňkách vyšší. Dále 
jsme zjistili, že ačkoliv množství Disp3 mRNA v průběhu diferenciace kolísá, hladina proteinu 
DISP3 během diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5 do astrocytů, neuronů 






Obrázek 19. Změna exprese genu Disp3 během diferenciace NS-5 buněk do astrocytů. 
(A) Schématické znázornění diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5 do astrocytů. 
(B) Hladina Disp3, Nes a Gfap mRNA stanovená v průběhu diferenciace buněk do astrocytů metodou 
qPCR. Ubb byl použit jako referenční gen. V každém bodě je znázorněn průměr tří nezávislých vzorků 
a směrodatná odchylka. 
(C) Imunofluorescenční barvení nediferencovaných NS-5 buněk a buněk během diferenciace do 






Obrázek 20. Změna exprese genu Disp3 během diferenciace NS-5 buněk do neuronů 
a oligodendrocytů. 
(A) Schématické znázornění diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5 do neuronů 
a oligodendrocytů. 
(B) Hladina Disp3, Nes, Tubb3 a Plp1 mRNA stanovená v průběhu diferenciace buněk do neuronů 
a oligodendrocytů metodou qPCR. Ubb byl použit jako referenční gen. V každém bodě je znázorněn 
průměr tří nezávislých vzorků a směrodatná odchylka. 
(C) Imunofluorescenční barvení nediferencovaných NS-5 buněk a buněk během diferenciace do 




  Diferenciace do astrocytů (dny) 
  0 1 2 3 4 
Disp3/Ubb relativní 




































Tabulka 9. Relativní hladina mRNA genů Disp3, Nes a Gfap během diferenciace NS-5 buněk do 
astrocytů. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 
uvedeny průměry tří nezávislých vzorků (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
  Diferenciace do neuronů a oligodendrocytů (dny) 
  0 2 4 5 7 9 
Disp3/Ubb relativní 
























































Tabulka 10. Relativní hladina mRNA genů Disp3, Nes, Tubb3 a Plp1 během diferenciace NS-5 
buněk do neuronů a oligodendrocytů. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 




9.1.3 Modulace exprese genu Disp3 v neurálních buňkách 
Za účelem studia role proteinu DISP3 v neurálních buňkách jsme připravili experimenty, ve 
kterých byla exprese genu Disp3 v buňkách in vitro snížená nebo zvýšená. Pro tyto pokusy 
jsme zvolili dvě myší neurální buněčné linie. První z nich byla linie myších neurálních 
kmenových buněk NS-5, která má přirozeně relativně vysokou míru exprese genu Disp3 
a druhou zvolenou linií byla linie myších progenitorových buněk C17.2, ve které je naopak 




Obrázek 21. Exprese genu Disp3 v neurálních buňkách NS-5 a C17.2. 
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny 






exprese Mean ± SD 
NS-5 263 ± 65,6 
C17.2 1,00 ± 0,203 
 
Tabulka 11. Relativní hladina Disp3 mRNA v NS-5 a C17.2 buňkách. 
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce 




V myších neurálních kmenových buňkách NS-5 byla exprese genu Disp3 snížena pomocí 
CRISPR/Cas9 technologie. Pro vnášení mutací do genu Disp3 byly navrženy dvě guide RNA 
(sgRNA). První z nich, Disp3 sgRNA#1 cílí komplex Cas9 nukleázy s RNA do druhého exonu 
genu Disp3, druhá, Disp3 sgRNA#2, je komplementární se sekvencí v sedmém exonu (Obr. 
22A). NS-5 buňky byly infikovány lentiviry, které kódovaly Cas9 nukleázu a dále buď Disp3 
sgRNA#1 nebo Disp3 sgRNA#2 nebo neobsahovaly žádnou sekvenci pro guide RNA. Po 
selekci buněk pomocí antibiotika puromycinu jsme získali tři typy buněčných linií. Buněčnou 
linii s mutacemi v druhém exonu genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1), buněčnou linii 
s mutacemi v sedmém exonu genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#2) a kontrolní buněčnou linii 
(NS-5 no sgRNA), která měla gen Disp3 bez mutací. 
Přítomnost mutovaných alel genu Disp3 v buněčné kultuře byla potvrzena metodou T7 
endonuclease I assay, při které dochází ke štěpení PCR fragmentů s mutací pomocí 
endonukleázy T7 za vzniku dvou fragmentů menší velikosti (Obr. 22B). Softwarovou analýzou 
gelu jsme poté určili přibližné procentuální zastoupení mutovaných alel ve vzorku. Z výsledků 
vyplývá, že buňky NS-5 Disp3 sgRNA#1 obsahovaly 86 až 89 procent mutovaných alel genu 
Disp3 a buňky NS-5 Disp3 sgRNA#2 obsahovali 76 procent mutovaných alel genu Disp3 (Tab. 






Obrázek 22. Mutageneze genu Disp3 CRISPR/Cas9 technologií v NS-5 buňkách. 
(A) Schéma myšího genu Disp3 se znázorněnými místy cílené mutageneze pomocí Disp3 sgRNA 
vedené CRISPR/Cas9 endonukleázy. Rozpoznávaná sekvence 20 nukleotidů je označená modře 
a sousedící PAM sekvence je označena červeně. 
(B) Potvrzení vzniku inzerčně-delečních mutací v genu Disp3 metodou T7 endonuclease I assays 
v nezávislých buněčných kulturách infikovaných buď lentiviry s guide RNA (NS-5 Disp3 sgRNA#1 
a NS-5 Disp3 sgRNA#2) nebo bez guide RNA (NS-5 no sgRNA). Červená šipka znázorňuje pozici 
nemutovaného, neštěpeného fragmentu, modré šipky označují pozice fragmentů vzniklých štěpením 
mutované DNA.  
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  NS-5 Disp3 sgRNA#1 NS-5 Disp3 sgRNA#2 
Účinnost mutageneze 86 % 89 % 76 % 76 % 
 
Tabulka 12. Účinnost mutageneze genu Disp3 CRISPR/Cas9 technologií v NS-5 buňkách. 
Procento mutovaných alel v nezávislých buněčných kulturách infikovaných lentiviry s guide RNA (NS-
5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) bylo stanoveno programem ImageJ. Analyzovány byly 
fragmenty v gelu vzniklé štěpením PCR produktů T7 endonukleázou. 
 
Kromě buněk NS-5 s CRISPR/Cas9 vnesenými mutacemi do genu Disp3 jsme připravili 
také buňky NS-5 s expresí Disp3 sníženou pomocí shRNA. Buňky byly transfekovány 
plazmidy pSilencer obsahujícími buď nekomplementární sekvenci (negativní kontrola: 
pSilencer) nebo jednu ze dvou sekvencí pro vznik shRNA modulující Disp3 expresi (pSilencer 
shDisp3). Dále jsme také vytvořili buňky s nadexpresí genu Disp3. Jak neurální kmenové 
buňky NS-5 tak neurální progenitorové buňky C17.2 byly infikovány retroviry, které 
obsahovaly buď lidskou variantu genu DISP3 exprimovanou pod konstitutivně aktivním 
promotorem (pBabe Disp3) nebo prázdný plazmid (pBabe) jako kontrolu. 
Hladiny mRNA Disp3 ve všech nově připravených liniích byly stanoveny pomocí qPCR 
(Obr. 23A, Tab. 13). První graf vlevo ukazuje, že NS-5 buňky s Disp3 genem mutovaným 
pomocí CRISPR/Cas9 technologie (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) 
obsahovaly jen přibližně poloviční množství Disp3 mRNA proti buňkám s nemutovanou 
variantou Disp3 genu (NS-5 no sgRNA, Obr. 23A, Tab. 13). Tento efekt nastává 
pravděpodobně v důsledku degradace mRNA z mutovaného genu prostřednictvím NMD 
(nonsense-mediated decay) dráhy. Tato dráha je v buňkách aktivována přítomností mutované 
mRNA obsahující předčasný stop kodon (Baker a Parker 2004). V NS-5 buňkách, kde byla 
hladina Disp3 mRNA snížená pomocí shRNA (druhý graf, NS-5 pSilencer shDisp3) 
nedocházelo k příliš významnému poklesu množství Disp3 mRNA, jen přibližně na 76 procent 
hladiny mRNA v kontrolních buňkách (NS-5 pSilencer, Obr. 23A, Tab. 13). Třetí graf ukazuje 
zřetelné zvýšení Disp3 mRNA v buňkách NS-5 po infekci retroviry nesoucími gen DISP3 (NS-
5 pBabe Disp3) proti buňkám kontrolním (NS-5 pBabe, Obr. 23A, Tab. 13). Na čtvrtém grafu 
je možné vidět, že v neurálních progenitorových buňkách C17.2 je efekt nadexprese Disp3 ještě 
mnohem výraznější (C17.2 pBabe Disp3 oproti kontrolním C17.2 pBabe) než u NS-5 buněk 
(Obr. 23A, Tab. 13). To je ale především způsobeno rozdílem hladin Disp3 mRNA 
v původních, neovlivněných, buňkách (Obr. 21, Tab. 11). 
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Množství proteinu DISP3 ve sledovaných buněčných liniích bylo určenou metodou Western 
blot (Obr. 23B) za použití králičí polyklonální protilátky generované proti vysoce 
konzervované C-terminální doméně proteinu DISP3 (Zikova et al. 2014). Tato analýza 
potvrdila, že došlo k ovlivnění exprese Disp3 nejen na úrovní mRNA, ale také především na 
úrovní proteinu. 
Provedené analýzy nás přesvědčily, že jsme schopni pomocí technologií CRISPR/Cas9, 
shRNA a retrovirální transdukce účinně modulovat expresi genu Disp3 jak v neurálních 
kmenových buňkách NS-5 tak v neurálních progenitorových buňkách C17.2. 
 
 
Obrázek 23. Změna exprese genu Disp3 v modifikovaných buňkách NS-5 a C17.2. 
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(A) Množství Disp3 mRNA stanovené metodou qPCR. NS-5 buňky infikované lentiviry s guide RNA 
(NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) nebo bez guide RNA (NS-5 no sgRNA). NS-5 buňky 
transfekované plazmidem pSilencer obsahujícím buď nekomplementární, kontrolní sekvenci (NS-5 
pSilencer) nebo sekvenci pro expresi shRNA cílenou na Disp3 mRNA (NS-5 pSilencer shDisp3). NS-5 
buňky infikované retroviry nesoucími buď prázdný plazmid pBabe (NS-5 pBabe) nebo plazmid pBabe 
s genem DISP3 (NS-5 pBabe Disp3). C17.2 buňky infikované retroviry nesoucími buď prázdný plazmid 
pBabe (C17.2 pBabe) nebo plazmid pBabe s genem DISP3 (C17.2 pBabe Disp3). Ubb byl použit jako 
referenční gen. Znázorněny jsou průměry nezávislých biologických replikátů, směrodatné odchylky 
a úroveň statistické významnosti (** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001). 
(B) Změna hladiny proteinu DISP3 byla potvzena metodou Wester blot. Aktin sloužil jako kontrola pro 
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Disp3/Ubb relativní 












Tabulka 13. Relativní hladina Disp3 mRNA v buňkách se změněnou expresí genu Disp3. 
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce 
jsou uvedeny průměry nezávislých biologických replikátů (Mean) ± směrodatná odchylka (SD) a počet 




9.1.4 Proliferace neurálních buněk s modulovanou expresí genu Disp3 
Při běžné kultivaci buněk jsme pozorovali, že NS-5 buňky s nadprodukcí DISP3 (NS-5 
pBabe Disp3) rostou zřetelně rychleji než buňky kontrolní (NS-5 pBabe). Toto je možné také 
vidět na ilustračním obrázku č. 9. Zde byla na misky vyseta stejná množství kontrolních buněk 
a buněk s nadexpresí genu Disp3. Po následné kultivaci bylo možné ve vybraných, stejně 
velkých oblastech pozorovat 106 buněk kontrolních (NS-5 pBabe) a 138 buněk s nadexpresí 




Obrázek 24. Růst NS-5 buněk s nadexpresí genu Disp3. 
Reprezentativní obrázky ve fázovém kontrastu ukazující rozdíl v rychlosti růstu kontrolních buněk 
NS-5 (NS-5 pBabe, počet buněk v zobrazené oblasti je 106) a buněk s nadexpresí genu Disp3 (NS-5 
pBabe Disp3, počet buněk v zobrazené oblasti je 138). 
 
 
Buněčnou proliferaci jsme se rozhodli kvantifikovat pomocí metody nazývané „thymidine 
incorporation assay“. Při této analýze je rychlost růstu buněk stanovena na základě množství 
radioaktivně značeného thymidinu inkorporovaného do nově vzniklé DNA. Rychlost 
proliferace buněk se měnila v závislosti na expresi genu Disp3. Jak u NS-5 buněk s mutovaným 
genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), tak i u NS-5 buněk se sníženou 
hladinou Disp3 mRNA pomocí shRNA (NS-5 pSilencer shDisp3) je možné pozorovat 
zpomalení proliferace na přibližně 60 procent ve srovnání s kontrolními buňkami (NS-5 no 
sgRNA, NS-5 pSilencer). Naopak buňky s nadexpresí genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3 a C17.2 
pBabe Disp3) rostou 1,4krát (NS-5) nebo 1,7krát (C17.2) rychleji než buňky kontrolní (NS-5 







Obrázek 25. Proliferace buněk s modulovanou expresí genu Disp3. 
Rychlost proliferace NS-5 buněk a C17.2 buněk s mutací v genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 
Disp3 sgRNA#2), se sníženou expresí genu Disp3 (NS-5 pSilencer shDisp3) a se zvýšenou expresí genu 
Disp3 (NS-5 pBabe Disp3 a C17.2 pBabe Disp3) byla stanovena na základě měření inkorporace 3H 
Thymidinu do DNA. Znázorněny jsou průměry nezávislých biologických replikátů, směrodatné 
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Tabulka 14. Relativní inkorporace 3H Thymidinu do DNA buněk s modulovanou expresí genu 
Disp3. 
V tabulce jsou uvedeny průměry nezávislých biologických replikátů (Mean) ± směrodatná odchylka 




Dále jsme se rozhodli sledovat rychlost růstu NS-5 buněk s Disp3 sgRNA a NS-5 buněk 
s pBabe Disp3 v delším časovém úseku. Buňky byly počítány každý druhý den a výsledky jsou 
uvedeny jako kumulativní počet buněk (Obr. 26A). Obrázek 26B a tabulka 15 ukazují názorněji 
výsledky pro dva vybrané dny, den čtvrtý a den desátý. Také tyto výsledky potvrzují, že buňky 
s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) rosou pomaleji 
než buňky kontrolní (NS-5 no sgRNA) a naopak buňky s nadexpresí genu Disp3 (NS-5 pBabe 




Obrázek 26. Růst NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3. 
(A) NS-5 buňky s mutací v genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a s nadexpresí 
genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) byly počítány každý druhý den a získané hodnoty jsou zde uvedeny 
jako kumulativní počet buněk. Znázorněny jsou průměry tří nezávislých biologických replikátů. 
(B) Kumulativní počet buněk den 4. a den 10. Znázorněny jsou tři nezávislé biologické replikáty, jejich 














buněk den 4.  
Mean ± SD 
5,48 x 107 ± 
6,41 x 106 
2,94 x 107 ± 
1,61 x 106 
3,33 x 107 ± 
0,52 x 106 
4,86 x 107 ± 
1,15 x 106 
7,81 x 107 ± 
7,60 x 106 
Kumulativní počet 
buněk den 10. 
Mean ± SD 
1,07 x 1011 ± 
1,39 x 1010 
0,27 x 1011 ± 
0,34 x 1010 
0,41 x 1011 ± 
0,36 x 1010 
0,81 x 1011 ± 
0,41 x 1010 
3,72 x 1011 ± 
6,96 x 1010 
 
Tabulka 15. Kumulativní počet NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 4. a 10. den. 
V tabulce je uveden kumulativní počet buněk což je průměr hodnot tří nezávislých biologických 
replikátů (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
 
Předchozí výsledky jsme také potvrdili pomocí imunofluorescenční barvení buněk, při 
kterém jsme detekovali přítomnost antigenu Ki-67. Jaderný antigen Ki-67 se vyskytuje pouze 
v proliferujících buňkách (Gerdes et al. 1983). Ve srovnání s kontrolními buňkami (NS-5 pBabe 
Disp3), NS-5 buňky s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) vykazovaly podstatně vyšší 
množství Ki-67 pozitivních buněk (Obr. 27 vpravo). Přesný počet Ki-67 pozitivních buněk byl 
určen pomocí automatické obrazové analýzy. Pro nasnímání vzorků a vyhodnocení dat jsme 
použili automatický mikroskop Operetta a program Columbus. Jako Ki-67 pozitivní byly 
počítány buňky s mírou intenzity fluorescence vyšší než byla stanovená bazální hladina. Také 
automatická obrazová analýza prokázala vliv Disp3 exprese na buněčnou proliferaci, protože 
vzorek s nadexpresí Disp3 obsahoval přibližně 1,3krát více Ki-67 pozitivních buněk než vzorek 
kontrolní (Obr. 27 vlevo, Tab. 16). 
Celkově tyto výsledky ukazují, že zvýšená exprese genu Disp3 podporuje růst buněk 






Obrázek 27. Relativní rychlost proliferace NS-5 buněk s nadexpresí genu Disp3. 
Počet proliferujících buněk (Ki-67 obarvených) s nadexpresí genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buněk 
kontrolních (NS-5 pBabe) byl stanoven pomocí automatického mikroskopu Operetta a programu 
Columbus. Znázorněny jsou nezávislé biologické replikáty, jejich průměr, směrodatná odchylka 
a úroveň statistické významnosti (* P <0,05). Vpravo jsou reprezentativní obrázky 
imunofluorescenčního barvení buněk NS-5 s nadexpresí genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buněk 









Mean ± SD 
1,00 ± 0,169 1,28 ± 0,091 
 
Tabulka 16. Relativní počet proliferujících buněk s nadexpresí genu Disp3. 
Pomocí automatického mikroskopu Operetta a programu Columbus byly počítány Ki-67 pozitivní 





9.1.5 Buněčný cyklus NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 
Pro stanovení účinku Disp3 exprese na průchod buněk buněčným cyklem jsme se rozhodli 
použít metodu průtokové cytometrie. Analýza buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu 
nám ukázala, že jak v důsledku mutace genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 
sgRNA#2) tak i v důsledku jeho nadexprese (NS-5 pBabe Disp3) dochází u NS-5 buněk ke 
změně v distribuci buněk v rámci jednotlivých fází buněčného cyklu. Pro buňky s mutovaným 
genem Disp3 platí, že proti kontrole (NS-5 no sgRNA) se zvyšuje jejich podíl v G2/M fázi. 
Naopak buněk s nadexpresí genu Disp3 bylo v G2/M fázi proti kontrole (NS-5 pBabe) méně 
a jejich akumulaci můžeme pozorovat spíše v S fázi buněčného cyklu (Obr. 28, Tab. 17). Tyto 





Obrázek 28. Průchod NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 buněčným cyklem. 
Distribuce NS-5 buněk s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), 
NS-5 buněk s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a NS-5 buněk kontrolních (NS-5 no sgRNA a NS-
5 pBabe) v jednotlivých fázích buněčného cyklu. Buňky byly sledovány pomocí průtokové cytometrie. 
Každá hodnota je průměrem tří nezávislých biologických replikátů, znázorněna je úroveň statistické 















v G2/M fázi 
Mean ± SD 
46,1 ± 1,70 53,6 ± 1,80 59,5 ± 0,23 44,7 ± 1,90 40,5 ± 1,68 
Procento buněk 
v S fázi Mean ± 
SD 
28,5 ± 0,81 24,2 ± 0,91 22,0 ± 0,69 25,8 ± 1,10 30,4 ± 0,21 
Procento buněk 
v G1 fázi Mean 
± SD 
25,5 ± 1,22 22,2 ± 1,17 18,5 ± 0,65 29,6 ± 0,82 29,2 ± 1,48 
 
Tabulka 17. Procenta NS-S buněk s modulovanou expresí genu Disp3 v jednotlivých fázích 
buněčného cyklu. 
Procenta buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu byla stanovena pomocí průtokové cytometrie. V 





9.1.6 Vliv změn v expresi genu Disp3 na senescenci a apoptózu 
Z předchozích výsledků je patrné, že gen Disp3 má vliv na růst buněk a buněčný cyklus. 
Rozhodli jsme se proto stanovit zda tento gen ovlivňuje také buněčné stárnutí a smrt. Za tímto 
účelem jsme sledovali senescenci a apoptózu NS-5 buněk se změněnou expresí genu Disp3. 
Senescentní buňky se od proliferujících buněk odlišují jak morfologicky tak i funkčně. 
Senescentní buňky jsou větší a produkují SA-β-galaktosidázu (senescense-assocoated β-
galaktosidase), kterou lze detekovat histochemickým barvením. Přítomnost senescentních 
buněk byla stanovena v buněčné kultuře po dlouhé kultivaci. U buněk s mutovaným genem 
Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) je možné sporadicky pozorovat výskyt 
senescentních buněk (modrá), naopak u buněk kontrolních (NS-5 Disp3 no sgRNA) se takovéto 







Obrázek 29. Přítomnost senescence v buněčné kultuře s mutovaným genem Disp3 
NS-5 buňky s mutací v genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a buňky kontrolní 
(NS-5 no sgRNA) byly po prodloužené kultivaci testovány na přítomnost SA-β-galaktosidázy. 
Senescentní buňky byly vizualizovány pomocí X-Gal barvení (modrá). 
 
 
V dalším experimentu jsme se rozhodli sledovat u NS-5 buněk buněčnou smrt - apoptózu. 
Apoptózu jsme indukovali pomocí poškození buněk γ zářením. NS-5 buňky s mutovaným 
genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a s nadexpresí genu Disp3 (NS-
5 pBabe Disp3) byly stejně jako buňky kontrolní (NS-5 no sgRNA a NS-5 pBabe) ozářeny 
dávkou 0 Gy nebo 5 Gy na kobaltovém ozařovači (60Co). Apoptóza byla stanovena po jednom 
dni od ozáření na základě aktivace kaspáz 3 a 7 pomocí průtokové cytometrie. Ze získaných 
výsledků vyplývá, že u neozářených buněk je procento apoptotických buněk velice nízké 
a u všech linií srovnatelné (Obr. 30 černá, Tab. 18 horní řádek). Ozářené buňky s mutovaným 
genem Disp3 ale mají v apoptóze více procent buněk (37 % a 49 %) než buňky kontrolní 
(33 %). Naopak u buněk s nadexpresí genu Disp3 je možné pozorovat lehké snížení procenta 
apoptotických buněk v kultuře po ozáření (32 %) v porovnání s kontrolou (35 %, Obr. 30 šedá, 
Tab. 18 spodní řádek). 
Tyto výsledky jsou pouze předběžné a budou na ně navazovat další pokusy, které už nejsou 
součástí předkládané práce. Z toho důvodu byl tento experiment proveden pouze jednou bez 








Obrázek 30. Apoptóza NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3. 
Po ozáření NS-5 buněk s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), 
buněk s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buněk kontrolních (NS-5 no sgRNA a NS-5 pBabe) 
dávkou 0 nebo 5 Gy byl počet apoptotických buněk stanoven pomocí průtokové cytometrie. Pro každou 




















32,65 37,10 49,20 34,80 31,60 
 
Tabulka 18. Procenta apoptotických NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 po ozáření. 
Procenta apoptotických buněk byla stanovena pomocí průtokové cytometrie na základě barvení kaspáz 





9.1.7 Spontánní diferenciace neurálních buněk v důsledku modulace exprese genu 
Disp3 
U nediferencovaných neurálních buněk prokázaly předchozí výsledky vliv exprese genu 
Disp3 na růst buněk, buněčný cyklus a buněčnou smrt. Dále jsme se u těchto buněk zaměřili na 
schopnost udržet si za normálních růstových podmínek kmenovost, tj. schopnost sebeobnovy 
bez známek spontánní diferenciace. Při porovnání kontrolních buněk NS-5 (NS-5 no sgRNA) 
a buněk s CRISPR/Cas9 mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA) bylo možné 
pozorovat u buněk s modifikovaným genem Disp3 morfologické změny (Obr. 31). Tyto buňky 
měli jiný tvar a prodloužené výběžky (Obr. 31 červené šipky). To naznačovalo, že u buněk 






Obrázek 31. Morfologie NS-5 buněk s mutovaným genem Disp3. 
Změna tvaru nediferencovaných NS-5 buněk v důsledku mutace v genu Disp3. Reprezentativní obrázky 
(fázový kontrast) buněk kontrolních (NS-5 no sgRNA) a buněk s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 






U nediferencovaných neurálních kmenových a progenitorových buněk může docházet 
k tomu, že některé z nich i za běžných kultivačních podmínek v médiu podporujícím jejich růst 
ztrácí svou schopnost symetrického dělení a sebeobnovy. Tyto buňky spontánně, bez vlivu 
vnějších faktorů, diferencují a to především do neuronů (Obr. 32A). Toto se projeví nejen na 
změně morfologie buněk, ale také na expresi specifických buněčných markerů. U buněk 
v kultuře tak dochází k poklesu exprese nestinu (Nes, marker nediferencovaných buněk, 
Frederiksen a McKay 1988) a naopak se zvyšuje hladina neuron specifického genu Tubb3 (III-
tubulin, market neuronů, Lee et al. 1990). 
Výsledky qPCR analýzy exprese nestinu a III-tubulinu ukázaly, že změna v expresi genu 
Disp3 má vliv na hladinu mRNA těchto genů. NS-5 buňky s mutovaným genem Disp3 (NS-5 
Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a NS-5 buňky se sníženou hladinou Disp3 mRNA 
pomocí shRNA (NS-5 pSilencer shDisp3) obsahují méně Nes mRNA (Obr. 32B vlevo, Tab. 19 
horní řádek), a to přibližně 90 procent množství detekovaného v buňkách kontrolních (NS-5 
Disp3 no sgRNA a NS-5 pSilencer) a naopak přibližně 1,2krát více Tubb3 mRNA (Obr. 32C 
vlevo, Tab. 20 horní řádek). Opačný trend je možné pozorovat u buněk s nadexpresí genu Disp3 
(NS-5 pBabe Disp3 a C17.2 pBabe Disp3). Tyto buňky mají proti kontrolám (NS-5 pBabe 
a C17.2 pBabe) hladinu nestinu slabě zvýšenou (Obr. 32B vpravo, Tab. 19 dolní řádek) 
a hladinu III-tubulinu sníženou přibližně na 90 procent (NS-5) nebo 60 procent (C17.2, Obr. 







Obrázek 32. Spontánní diferenciace buněk s modulovanou expresí genu Disp3. 
(A) Schématické znázornění spontánní diferenciace neurálních buněk (buněčně-specifický marker 
nediferencovaných buněk nestin) do neuronů (buněčně-specifický marker βIII-tubulin). 
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Hladiny Nes mRNA, (B) a Tubb3 mRNA (C) byly stanoveny metodou qPCR v NS-5 a C17.2 buňkách 
s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), se sníženou expresí genu 
Disp3 (NS-5 pSilencer shDisp3) a se zvýšenou expresí genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3 a C17.2 pBabe 
Disp3). Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou průměry nezávislých biologických 
replikátů, směrodatné odchylky a úroveň statistické významnosti (* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, 















exprese Mean ± 
SD (N) 
1,00 ± 0,044 
(8) 
0,91 ± 0,038 
(8) 
0,88 ± 0,091 
(8) 
1,00 ± 0,029 
(2) 
0,88 ± 0,071 
(3) 





Disp3   
Nes/Ubb relativní 
exprese Mean ± 
SD (N) 
1,00 ± 0,040 
(7) 
1,15 ± 0,080 
(7) 
1,00 ± 0,042 
(4) 




Tabulka 19. Relativní hladina Nes mRNA v nediferencovaných buňkách. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR , Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 
uvedeny průměry nezávislých biologických replikátů (Mean) ± směrodatná odchylka (SD) a počet 
















Mean ± SD (N) 
1,00 ± 0,048 
(8) 
1,12 ± 0,078 
(8) 
1,27 ± 0,10 
(8) 
1,00 ± 0,110 
(2) 
1,16 ± 0,140 
(4) 





Disp3   
Tubb3/Ubb 
relativní exprese 
Mean ± SD (N) 
1,00 ± 0,036 
(5) 
0,88 ± 0,038 
(6) 
1,00 ± 0,163 
(4) 




Tabulka 20. Relativní hladina Tubb3 mRNA v nediferencovaných buňkách. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR , Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 
uvedeny průměry nezávislých biologických replikátů (Mean) ± směrodatná odchylka (SD) a počet 




Výsledky získané metodou qPCR jsme se rozhodli potvrdit pomocí mikroskopie. NS-5 
buňky s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), NS-5 
buňky s nadexpresí genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buňky kontrolní (NS-5 no sgRNA a NS-
5 pBabe) byly imunofluorescenčně obarveny protilátkou proti III-tubulinu a nasnímány 
automatickým mikroskopem Operetta. Pro analýzu získaných dat byl použit program 
Columbus, pomocí kterého jsme určili relativní zastoupení III-tubulin pozitivních buněk 
v populaci. Počítány byly buňky, u kterých intenzita fluorescence překročila zvolenou bazální 
hladinu a jejich množství bylo normalizováno na celkový počet buněk stanovený pomocí 
barvení jader DAPI. Tímto způsobem jsme zjistili, že v populaci buněk s mutovaným genem 
Disp3 je možné pozorovat až třikrát více III-tubulin pozitivních buněk než v populaci buněk 
kontrolních. Opačný efekt má nadexprese genu Disp3. Počet III-tubulin pozitivních buněk 
u této populace totiž klesá na přibližně polovinu v porovnání s kontrolou (Obr. 33, Tab. 21). 
Vliv modulace exprese genu Disp3 na NS-5 buňky je možné vidět také na ilustračním obrázku 
(Obr. 33 vpravo). 
Výsledky získané jak pomocí qPCR tak pomocí automatické obrazové analýzy nám ukazují, 
že pokles Disp3 exprese u neurálních buněk vede k poklesu hladiny markeru 
nediferencovaných buněk nestinu a naopak k nárůstu množství III-tubulinu v buňkách, a to 
jak na úrovni mRNA, tak i na úrovni proteinu. Zcela opačný efekt je pak možné pozorovat při 
nadexpresi Disp3. Tato zjištění potvrzují, že DISP3 podporuje u neurálních buněk udržení 








Obrázek 33. Spontánní diferenciace NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 do neuronů. 
Relativní počet III-tubulin pozitivních buněk s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-
5 Disp3 sgRNA#2), buněk s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buněk kontrolních (NS-5 no 
sgRNA a NS-5 pBabe) byl stanoven pomocí automatického mikroskopu Operetta a programu Columbus 
na základě barvení nediferencovaných NS-5 buněk βIII-tubulin protilátkou a DAPI. Znázorněny jsou 
nezávislé biologické replikáty, jejich průměr, směrodatná odchylka a úroveň statistické významnosti (* 
P <0,05, *** P <0,001, **** P <0,0001). Vpravo jsou reprezentativní obrázky imunofluorescenčního 
















Mean ± SD 
1,00 ± 0,187 2,97 ± 0,248 2,82 ± 0,346 1,00 ± 0,144 0,46 ± 0,034 
 
Tabulka 21. Relativní počet III-tubulin pozitivních buněk. 
Pomocí automatického mikroskopu Operetta a programu Columbus byly počítány III-tubulin 
imunofluorescenčně značené buňky. V tabulce jsou uvedeny průměry nezávislých biologických 





9.1.8 Diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5 s modulovanou expresí genu 
Disp3  
Ve druhé kapitole výsledků týkajících se neurálních buněk jsme se zabývali změnami 
v expresi genu Disp3, ke kterým dochází v důsledku diferenciace neurálních kmenových buněk 
NS-5 do astrocytů, neuronů a oligodendrocytů. V následující kapitole jsme se naopak zaměřili 
na to, jak změna v expresi genu Disp3 ovlivňuje diferenciační potenciál NS-5 buněk. Kultivace 
NS-5 buněk ve dvou různých médiích podporujících diferenciaci vede ke změně 
nediferencovaných buněk buď na astrocyty, nebo na neurony a oligodendrocyty. Rozdíly v in 
vitro diferenciaci NS-5 buněk s CRISPR/Cas9 mutovaným genem Disp3 a NS-5 buněk 
s nadexprimovaným genem Disp3 byly stanoveny pomocí buněčně specifických markerů: 
GFAP (astrocyty), III-tubulin (neurony) a Plp1 nebo O4 (oligodendrocyty). 
Neurální kmenové buňky NS-5 s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 
Disp3 sgRNA#2), s nadexpresí genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buňky kontrolní (NS-5 no 
sgRNA a NS-5 pBabe) byly inkubovány v diferenciačním médiu podporujícím vznik astrocytů 
(Obr. 34A). Tento typ diferenciace byl vysoce efektivní, protože téměř všechny buňky v kultuře 
se změnily na astrocyty. Přesto je ale možné u plně diferencovaných populací buněk pozorovat 
určité rozdíly. Pomocí metody qPCR jsme zjistili, že buňky s mutovaným genem Disp3 
exprimují po diferenciaci gen Gfap více než diferencované buňky kontrolní a naopak 
u populace diferencovaných buněk s nadexpresí genu Disp3 je možné nalézt méně Gfap mRNA 
než u populace buněk kontrolních (Obr. 34B, Tab. 22 horní řádek). 
Popsané rozdíly pozorované na úrovni mRNA byly ale velice malé. To mohlo být způsobeno 
zmíněnou vysokou efektivitou tohoto typu diferenciace. Astrocyty se ale i v rámci jedné kultury 
od sebe lišily velikostí, tvarem a hladinou GFAP proteinu. Proto jsme se rozhodli stanovit míru 
diferenciace jednotlivých buněčných linií pomocí imunofluorescenčního barvení. Cytoplazma 
astrocytů byla obarvena pomocí protilátky proti GFAP proteinu a jádra buněk byla 
vizualizována pomocí DAPI. Obrázky nasnímané automatickým mikroskopem Operetta jsme 
analyzovali v programu Columbus. Všechny buňky byly na základě velikosti, tvaru a intenzity 
fluorescence barveného GFAP proteinu rozděleny do čtyř skupin. Vyhodnocení výsledků 
ukázalo, že rozdíly mezi jednotlivými buněčnými liniemi je možné pozorovat ve skupině 
„vysoce diferencovaných astrocytů“. U buněk s mutací v genu Disp3 byl relativní počet vysoce 
diferencovaných astrocytů přibližně 1,3krát vyšší než u buněk kontrolních, naopak u astrocytů 
z buněk nadexpreimujících Disp3 bylo možné pozorovat pokles na přibližně 50 procent proti 
kontrole (Obr. 34C vlevo, Tab. 22 dolní řádek). Zvýšení nebo naopak snížení počtu vysoce 
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diferencovaných astrocytů v důsledku manipulace Disp3 exprese je možné pozorovat i na 





Obrázek 34. Diferenciace NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 do astrocytů. 
(A) Schématické znázornění diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5 do astrocytů (buněčně-
specifický marker GFAP). 
(B) Hladina Gfap mRNA byla stanovena metodou qPCR v NS-5 buňkách po diferenciaci do astrocytů. 
NS-5 buňky s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a buňky 
kontrolní (NS-5 no sgRNA), dále NS-5 buňky s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buňky 
kontrolní (NS-5 pBabe). Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou nezávislé biologické 
replikáty, jejich průměr, směrodatná odchylka a úroveň statistické významnosti (* P <0,05, ** P <0,01). 
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(C) Relativní počet „vysoce diferencovaných astrocytů“ byl stanoven pomocí automatického 
mikroskopu Operetta a programu Columbus na základě barvení buněk GFAP protilátkou a DAPI. 
Znázorněny jsou průměry nezávislých biologických replikátů, směrodatná odchylka a úroveň statistické 
významnosti (** P <0,01, **** P <0,0001). Vpravo jsou reprezentativní obrázky 














exprese Mean ± SD 




astrocytů Mean ± SD 
1,00 ± 0,063 1,32 ± 0,224 1,35 ± 0,212 1,00 ± 0,082 0,49 ± 0,170 
 
Tabulka 22. Relativní kvantifikace diferenciace NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 
do astrocytů. 
První řádek: Relativní hladina Gfap mRNA v NS-5 buňkách po diferenciaci do astrocytů stanovená 
metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. Druhý řádek: Relativní počet vysoce 
diferencovaných astrocytů stanovený pomocí automatického mikroskopu Operetta a programu 
Columbus. Buňky pro analýzu byly obarveny GFAP protilátkou a DAPI. V tabulce jsou uvedeny 
průměry nezávislých biologických replikátů (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
 
Pro stanovení vlivu modulované exprese genu Disp3 na diferenciaci neurálních kmenových 
buněk NS-5 do neuronů jsme sledovali expresi markeru neuronů III-tubulinu (Tubb3, Obr. 
20A). Hladina Tubb3 mRNA byla měřena metodou qPCR v buňkách po in vitro diferenciaci 
do neuronů (Obr 20A). U všech buněčných linií došlo v důsledku diferenciace do neuronů ke 
zvýšení množství Tubb3 mRNA proti nediferencovaným buňkám. Také je ale možné pozorovat 
rozdíly mezi jednotlivými buněčnými liniemi. Buňky s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 
sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) obsahují přibližně 1,2krát více Tubb3 mRNA v porovnání 
s kontrolou (NS-5 no sgRNA), naopak buňky s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) mají 
hladinu Tubb3 mRNA sníženou na přibližně 80 procent hladiny nalezené v buňkách 
kontrolních (NS-5 pBabe, Obr. 35B, Tab. 23 první řádek). 
U buněk diferencovaných do neuronů jsme pozorovali přítomnost dlouhých výběžků – 
neuritů (Obr. 35C vpravo). Neurity je možné sledovat pomocí mikroskopie díky jejich 
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schopnosti výrazně se imunofluorescenčně barvit protilátkou proti III-tubulinu. Do neuronů 
diferencované NS-5 buňky s mutací v genu Disp3 a s nadexpresí genu Disp3 jsme stejně jako 
buňky kontrolní obarvili protilátkou proti III-tubulinu a DAPI. Takto barvené buňky jsme 
nasnímali na automatickém mikroskopu Operetta a pomocí programu Columbus jsme stanovili 
relativní počet neuritů na buňku. Jak je možné vidět i na ilustračním obrázku (Obr. 35C vpravo) 
počet neuritů na buňku se měnil v důsledku modulace exprese genu Disp3. Buňky s mutací 
v genu Disp3 měly 1,2 až 1,3krát vyšší relativní počet neuritů na buňku ve srovnání 
s kontrolami a naopak buňky s nadexpresí genu Disp3 měly relativní počet neuritů na buňku 
nižší, přibližně 61 procent v porovnání s kontrolami (Obr. 35C vlevo, Tab. 23 druhý řádek). 
Kvantifikovat diferenciaci buněk do neuronů pomocí automatické obrazové analýzy je ale 
problematické z důvodu morfologie neuronů. Tyto buňky mají velice kondenzovanou 
cytoplazmu a tenké dlouhé výběžky, které se větví. Přiřazení výběžků ke konkrétní buňce je 
tak pro systém automatické analýzy velice obtížné až nemožné. Proto jsme se rozhodli 
analyzovat dále neurony manuálně pomocí programu ImageJ. Tímto způsobem jsme nejprve 
určili procentuální zastoupení neuronů v diferencované buněčné kultuře. Jako neurony byly 
počítány buňky s kondenzovanou cytoplazmou, která se intenzivně barvila protilátkou proti 
III-tubulinu, a zároveň z jejich cytoplazmy zřetelně odstupoval alespoň jeden neurit také 
barvený III-tubulinem. Touto analýzou jsme zjistili, že po diferenciaci do neuronů je možné 
u buněk s mutací v genu Disp3 pozorovat přibližně 40 procent neuronů v kultuře což je více 
než kolik jich je v buňkách kontrolních, 30 procent. Zároveň je možné stanovit zastoupení 
neuronů v buněčné kultuře s nadexprimovaným genem Disp3 na 26 procent což je méně než 
zjištěných 35 procent u buněk kontrolních (Obr. 35D vlevo, Tab. 23 třetí řádek). Dále jsme 
pomocí manuálního počítání v programu ImageJ stanovili průměrný počet primárních neuritů 
na neuron. Jednalo se o počet výběžků, které přímo odstupují od cytoplazmy neuronu bez 
ohledu na jejich další větvení. Také tyto výsledky prokázaly rozdíly mezi buněčnými liniemi 
po neuronální diferenciaci. Buňky s mutací v genu Disp3 měly průměrně 2,5 primárních neuritů 
na neuron což je více než 2 primární neurity na neuron u buněk kontrolních. Naopak buňky 
s nadexpresí Disp3 měly v průměru necelé 2 primární neurity na neuron což je méně než 2,2 






Obrázek 35. Diferenciace NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 do neuronů. 




(B) Hladina Tubb3 mRNA byla stanovena metodou qPCR v NS-5 buňkách po diferenciaci do neuronů. 
NS-5 buňky s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a buňky 
kontrolní (NS-5 no sgRNA), dále NS-5 buňky s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buňky 
kontrolní (NS-5 pBabe). Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou nezávislé biologické 
replikáty, jejich průměr, směrodatná odchylka a úroveň statistické významnosti (*** P <0,001, **** 
P <0,0001). 
(C) Relativní počet neuritů na buňku byl stanoven pomocí automatického mikroskopu Operetta 
a programu Columbus na základě barvení neuronů βIII-tubulin protilátkou a DAPI. Znázorněny jsou 
nezávislé biologické replikáty, jejich průměr, směrodatná odchylka a úroveň statistické významnosti 
(** P <0,01, **** P <0,0001). Vpravo jsou reprezentativní obrázky imunofluorescenčního barvení 
NS-5 buněk βIII-tubulin protilátkou (zeleně) a DAPI (modře). 
(D) Procenta neuronů v diferencované buněčné kultuře a počty primárních neuritů na neuron byly 
stanoveny pomocí manuální analýzy v programu ImageJ na základě barvení neuronů βIII-tubulin 
protilátkou a DAPI. Znázorněny jsou nezávislé biologické replikáty, jejich průměr, směrodatná 















exprese Mean ± 
SD 
1,00 ± 0,064 1,16 ± 0,071 1,19 ± 0,035 1,00 ± 0,050 0,84 ± 0,087 
Relativní počet 
neuritů na 
buňku Mean ± 
SD 




kultuře Mean ± 
SD 




neuron Mean ± 
SD 
2,07 ± 0,106 2,55 ± 0,063 2,53 ± 0,098 2,19 ± 0,068 1,99 ± 0,084 
 




První řádek: Relativní hladina Tubb3 mRNA v NS-5 buňkách po diferenciaci do neuronů stanovená 
metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. Druhý řádek: Relativní počet neuritů na buňku 
stanovený pomocí automatického mikroskopu Operetta a programu Columbus. Třetí řádek: Procento 
neuronů v diferencované buněčné kultuře stanovené manuální analýzou v programu ImageJ. Čtvrtý 
řádek: Počet primárních neuritů na neuron stanovený manuální analýzou v programu ImageJ. Vzorky 
pro automatickou i manuální analýzu byly obarveny βIII-tubulin protilátkou a DAPI. V tabulce jsou 
uvedeny průměry nezávislých biologických replikátů (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
 
Kromě diferenciace do astrocytů a neuronů mají neurální kmenové buňky ještě možnost 
diferencovat do třetího typu neurálních buněk, a to do oligodendrocytů (Obr. 36A). Vliv genu 
Disp3 na tento typ diferenciace jsme se rozhodli sledovat pomocí kvantifikace množství mRNA 
Plp1 genu, jehož exprese je pro oligodendrocyty specifická. Metodou qPCR jsme zjistili, že 
buňky s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) exprimují 
Plp1 gen přibližně 1,8krát více v porovnání s kontrolou (NS-5 no sgRNA) a naopak buňky 
s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) obsahují v porovnání s kontrolou (NS-5 pBabe) méně 
Plp1 mRNA, a to přibližně 78 procent (Obr. 36B, Tab. 24 první řádek). Vliv genu Disp3 na 
diferenciaci NS-5 buněk do oligodendrocytů jsme také potvrdili pomocí imunofluorescenčního 
barvení proteinu O4. Bohužel jsme ale nebyli schopni získaný výsledek nijak kvantifikovat, 
a to především vzhledem k nízkému počtu buněk plně diferencovaných do oligodendrocytů 
v buněčné kultuře. Z toho důvodu ukazujeme pouze reprezentativní fotografie buněk barvených 
O4 protilátkou a DAPI (Obr. 36C). 
V souhrnu lze tedy konstatovat, že změna v expresi Disp3 genu má vliv na diferenciaci 
neurálních kmenových buněk NS-5. Buňky s CRISPR/Cas9 mutovaným genem Disp3 
vytvářely větší počet vysoce diferencovaných astrocytů, produkovaly větší procento neuronů 
s vyšším počtem neuritů a nakonec také diferencovaly lépe do oligodendrocytů. Zcela opačný 
efekt pak měla nadexprese genu Disp3. Diferenciační potenciál NS-5 pBabe Disp3 buněk byl 







Obrázek 36. Diferenciace NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 do oligodendrocytů. 
(A) Schématické znázornění diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5 do oligodendrocytů 
(buněčně-specifické markery gen Plp1 a O4 protein). 
(B) Hladina Plp1 mRNA byla stanovena metodou qPCR v NS-5 buňkách po diferenciaci do 
oligodendrocytů. NS-5 buňky s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 
sgRNA#2) a buňky kontrolní (NS-5 no sgRNA), dále NS-5 buňky s nadexpresí Disp3 (NS-5 pBabe 
Disp3) a buňky kontrolní (NS-5 pBabe). Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou nezávislé 
biologické replikáty, jejich průměr, směrodatná odchylka a úroveň statistické významnosti (* P <0,05, 
** P <0,01*** P <0,001). 
(C) Reprezentativní obrázky imunofluorescenčního barvení NS-5 buněk O4 protilátkou (červeně) 















exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,127 1,74 ± 0,669 1,93 ± 0,579 1,00 ± 0,081 0,78 ± 0,093 
 
Tabulka 24. Relativní kvantifikace diferenciace NS-5 buněk s modulovanou expresí genu Disp3 
do oligodendrocytů. 
Relativní hladina Plp1 mRNA v NS-5 buňkách po diferenciaci do oligodendrocytů stanovená metodou 
qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou uvedeny průměry nezávislých biologických 




9.1.9 Vliv nadexprese genu Disp3 na diferenciaci neurálních progenitorových buněk 
C17.2 
Neurální progenitorové buňky C17.2 mají, stejně jako neurální kmenové buňky NS-5, 
schopnost diferencovat in vitro. Při kultivaci C17.2 buněk v diferenciačních podmínkách 
dochází ke změně morfologie některých buněk, což je provázeno nárůstem exprese genů 
typických pro neurony (βIII-tubulin) a astrocyty (GFAP). Zároveň dochází k poklesu exprese 
nestinu, který je typický pro nediferencované buňky (Obr. 37A). 
Množství nestinu v C17.2 buňkách s nadexpresí genu Disp3 (C17.2 pBabe Disp3) 
a v buňkách kontrolních (C17.2 pBabe) bylo v průběhu diferenciace stanoveno pomocí qPCR 
a imunofluorescenčního barvení. Po prvním dni diferenciace hladina Nes mRNA klesala, a to 
u obou buněčných linií. První dny diferenciace ale přesto bylo možné mezi buněčnými liniemi 
pozorovat určité rozdíly. Buňky s nadexpresí Disp3 měly hladinu Nes mRNA v diferenciačních 
dnech 1 a 2 v porovnání s kontrolou trochu vyšší (Obr. 37B, Tab. 25). Přestože na úrovni 
mRNA nebyl mezi buňkami příliš velký rozdíl, bylo možné pomocí barvení protilátkou proti 
nestinu pozorovat, že druhý den diferenciace došlo u kontrolních buněk v porovnání 
s nediferencovanými buňkami k výraznému poklesu hladiny nestinu na proteinové úrovni. To 
se ale nestalo u buněk s nadexpresí Disp3, kde vyšší hladina nestinu přetrvávala i druhý den 
diferenciace (Obr. 37B).  
Exprese genu Gfap je určující pro astrocyty. V průběhu diferenciace C17.2 buněk došlo 
k výraznému nárůstu exprese tohoto genu z prakticky nedetekovatelné hladiny 
v nediferencovaných buňkách, a to jak u buněk kontrolních, tak i u buněk s nadexpresí Disp3. 
Zároveň jsme ale také zaznamenali, že hladina Gfap mRNA byla u buněk s nadexpresí Disp3 
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nižší než u buněk kontrolních. Tento rozdíl je patrný především od třetího dne diferenciace 
(Obr. 37C, Tab. 25). Výsledky získané pomocí qPCR jsme se rozhodli ještě potvrdit pomocí 
imunofluorescenčního barvení protilátkou proti GFAP proteinu. Zjistili jsme, že sedmý den 
diferenciace obsahovaly kontrolní buňky C17.2 poměrně vysoké množství GFAP proteinu, na 
rozdíl od C17.2 buněk s nadexpresí Disp3 (Obr. 37C). 
Pro sledování neuronální diferenciace jsme se rozhodli sledovat v diferencujících se C17.2 
buňkách hladinu βIII-tubulinu. Množství Tubb3 mRNA v buňkách během diferenciace kolísalo 
s výrazným nárůstem exprese kolem třetího dne. Přestože je možné pozorovat, že změny 
v hladině Tubb3 mRNA mají stejný průběh v buňkách kontrolních i v buňkách s nadexpresí 
Disp3, tak ve všech časových bodech je hladina Tubb3 mRNA v buňkách s nadexpresí Disp3 
nižší než v buňkách kontrolních. Také tyto výsledky jsme se rozhodli doplnit o mikroskopická 
pozorování. Po diferenciaci vykazovaly kontrolní buňky C17.2 barvené protilátkou proti βIII-
tubulinu jasné morfologické změny. V kultuře bylo možné pozorovat intenzivně barvené buňky 
protáhlého tvaru s výběžky. Ve vzorku s nadexpresí Disp3 se takovéto buňky téměř 
nevyskytovaly, což dále potvrzuje rozdíl v neuronové diferenciaci mezi buňkami C17.2 
s nadexpresí genu Disp3 a buňkami kontrolními.  
Ze všech získaných výsledků vyplývá, že schopnost buněk C17.2 diferencovat je negativně 
ovlivněna nadexpresí genu Disp3 v těchto buňkách. Nadexprese genu Disp3 způsobuje, že 
buňky C17.2 během diferenciace déle udržují expresi markeru nediferencovaných buněk 
nestinu a zároveň mají nižší hladinu exprese markeru astrocytů GFAP proteinu a neuronů βIII-







Obrázek 37. Diferenciace C17.2 buněk s nadexpresí genu Disp3. 
(A) Schématické znázornění diferenciace neurálních progenitorových buněk C17.2 (nestin) do astrocytů 
(GFAP) a neuronů (βIII-tubulin). 
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(B) Hladina Nes mRNA byla stanovena metodou qPCR během diferenciace C17.2 buněk s nadexpresí 
genu Disp3 (C17.2 pBabe Disp3) a buněk kontrolních (C17.2 pBabe). Ubb byl použit jako referenční 
gen. V každém bodě je znázorněn průměr tří nezávislých vzorků a směrodatná odchylka. 
Imunofluorescenční barvení C17.2 buněk během diferenciace (den 0 a den 2) protilátkou proti nestinu 
(červeně) a DAPI (modře). 
(C) Hladina Gfap mRNA byla stanovena metodou qPCR během diferenciace C17.2 buněk s nadexpresí 
genu Disp3 a buněk kontrolních. Ubb byl použit jako referenční gen. V každém bodě je znázorněn 
průměr tří nezávislých vzorků a směrodatná odchylka. Imunofluorescenční barvení C17.2 buněk během 
diferenciace (den 0 a den 7) GFAP protilátkou (červeně) a DAPI (modře). 
(D) Hladina Tubb3 mRNA byla stanovena metodou qPCR během diferenciace C17.2 buněk 
s nadexpresí genu Disp3 a buněk kontrolních. Ubb byl použit jako referenční gen. V každém bodě je 
znázorněn průměr tří nezávislých vzorků a směrodatná odchylka. Imunofluorescenční barvení C17.2 
buněk během diferenciace (den 0 a den 7) protilátkou proti βIII-tubulinu (červeně) a DAPI (modře). 
 
 
    Diferenciace (dny) 
    0 1 2 3 5 7 
Nes/Ubb 
relativní exprese 

























































































Tabulka 25. Relativní hladina mRNA genů Nes, Gfap a Tubb3 během diferenciace C17.2 buněk. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 





9.1.10 Změny v genové expresi NS-5 buněk způsobené modifikací genu Disp3  
V předchozích kapitolách jsme se zabývali konkrétními vlastnostmi neurálních buněk, 
u kterých jsme očekávali změny v důsledku modulace exprese genu Disp3. Při výběru 
vlastností, které budeme sledovat, jsme vycházeli především z pozorování ovlivněných buněk 
při běžné kultivaci. V následující kapitole jsme se dále pokusili stanovit vliv modifikace genu 
Disp3 na neurální buňky na úrovni genové exprese. Za účelem identifikace genů, jejichž 
exprese je ovlivněna mutací v genu Disp3, jsme se rozhodli provést mikročipovou analýzu. Pro 
analalýzu pomocí čipů Illumina Mouse Expression BeadChips jsme izolovali RNA z NS-5 
buněk s CRISPR/Cas9 mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 
sgRNA#2) a z NS-5 buněk kontrolních (NS-5 no sgRNA). Na základě získaných profilů jsme 
vytvořili seznam deseti genů, jejichž exprese se významně lišila v buňkách s mutací (Obr. 38, 
Tab. 26, data z mikročipové analýzy jsou přístupná v databázi ArrayExpress pod kódem E-
MTAB-4485). 
Výsledky z mikročipové analýzy jsme ověřili pomocí qPCR. Hladiny mRNA všech deseti 
nalezených genů byly stanoveny ve vzorcích z nezávislého experimentu. Sledovali jsme nejen 
změnu exprese v buňkách s CRISPR/Cas9 mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 
a NS-5 Disp3 sgRNA#2) proti kontrole (NS-5 no sgRNA), ale navíc jsme stanovili i změnu 
hladiny mRNA vybraných genů v NS-5 buňkách v důsledku nadexprese genu Disp3 (NS-5 
pBabe Disp3) v porovnání s kontrolou (NS-5 pBabe). Získané výsledky potvrdily, že 
v důsledku mutace genu Disp3 v NS-5 buňkách dochází ke snížení exprese genů: Igfbp7 
(insulin-like growth factor binding protein 7), Lipt1 (lipoyltransferase 1), Dgka (diacylglycerol 
kinase alpha) a Brsk1 (brain serine/threonine kinase 1). Exprese těchto genů je naopak zvýšená 
v buňkách s nadexpresí Disp3. U genu Edg8 (endothelial differentiation sphingolipid G-
protein-coupled receptor 8) jsme pak potvrdili zvýšení jeho exprese v NS-5 buňkách 
s mutovaným genem Disp3 (Obr. 39, Tab. 27). 
Geny, které jsme nalezli pomocí mikročipové analýzy a ověřili pomocí qPCR, jsou 
v literatuře popsány jako geny zapojené do vývoje neurálních buněk a tkání, a také jsou to geny 
důležité pro vznik a růst mnoha typů nádorů včetně nádorů mozku. Z našich výsledků tak 
vyplývá, že DISP3 může v neurálních kmenových buňkách ovlivňovat expresi určitých genů, 






Obrázek 38. Profily genové exprese NS-5 buněk s CRISPR/Cas9 mutovaným genem Disp3. 
Znázorněny jsou geny, u kterých se exprese v buňkách s mutací (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 
sgRNA#2) lišila od exprese v buňkách kontrolních (NS-5 no sgRNA). Barvy představují hladiny genové 







Cgref1 0,64 0,000024 XM_181420.1 
Igfbp7 0,65 0,00018 NM_008048.2 
Lipt1 0,70 0,000015 NM_001037918.1 
Dgka 0,71 0,000047 NM_016811.2 
Btla 0,71 0,00012 NM_177584.3 
Brsk1 0,73 0,000034 NM_001003920.2 
Mfng 1,38 0,000094 NM_008595.2 
Myo5b 1,39 0,000099 NM_201600.2 
Fcer1a 1,43 0,000056 NM_010184.1 
Edg8 1,46 0,00031 NM_053190.1 
 
Tabulka 26. Seznam odlišně exprimovaných genů v NS-5 buňkách s CRISPR/Cas9 mutovaným 
genem Disp3. 





Obrázek 39. Ověření výsledků z mikročipové analýzy pomocí qPCR. 
Hladina Igfbp7 mRNA, Lipt1 mRNA, Dgka mRNA, Brsk1 mRNA a Edg8 mRNA stanovená metodou 
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qPCR v NS-5 buňkách s mutovaným genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), 
v buňkách se zvýšenou expresí genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a v buňkách kontrolních (NS-5 no 
sgRNA a NS-5 pBabe). Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou nezávislé biologické 
replikáty, jejich průměr, směrodatná odchylka a úroveň statistické významnosti (* P <0,05, ** P <0,01, 














exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,077 0,73 ± 0,161 0,78 ± 0,157 1,00 ± 0,111 1,23 ± 0,110 
Lipt1/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,057 0,86 ± 0,109 0,87 ± 0,067 1,00 ± 0,020 1,09 ± 0,069 
Dgka/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,0519 0,81 ± 0,059 0,78 ± 0,083 1,00 ± 0,039 1,09 ± 0,074 
Brsk1/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,059 0,90 ± 0,055 0,90 ± 0,032 1,00 ± 0,067 1,13 ± 0,095 
Edg8/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD 
1,00 ± 0,056 1,39 ± 0,228 1,34 ± 0,231 1,00 ± 0,060 0,93 ± 0,143 
 
Tabulka 27. Relativní hladina mRNA genů Igfbp7, Lipt1, Dgka, Brsk1 a Edg8 v NS-5 buňkách. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 





9.1.11 Změny v genové expresi C17.2 buněk způsobené nadexpresí genu Disp3  
Myší neurální progenitorové buňky C17.2 exprimují gen Disp3 na velice nízké úrovni 
v porovnání s myšími neurálními kmenovými buňkami NS-5. Buněčná linie C17.2 se od 
buněčné linie NS-5 odlišuje i v mnoha dalších vlastnostech. V předchozí kapitole jsme popsali, 
k jakým změnám v genové expresi dochází v důsledku modulace exprese genu Disp3 u buněk 
NS-5. V této kapitole jsou popsány změny v genové expresi, ke kterým dochází u buněk C17.2 
s nadexpresí genu Disp3. Pro nalezení těchto genů s odlišnou expresí jsme se rozhodli použít 
mikročipovou analýzu. Z buněk C17.2 s nadexpresí Disp3 (C17.2 p Babe Disp3) a z buněk 
kontrolních (C17.2 pBabe) jsme izolovali RNA, kterou jsme následně použili pro analýzu 
pomocí čipů Illumina Mouse Expression BeadChips. Porovnáním expresních profilů buněk 
s nadexpresí Disp3 a buněk kontrolních jsme nalezli pět genů, u kterých došlo k významné 
změně exprese (Obr. 40, Tab. 28, data z mikročipové analýzy jsou přístupná v databázi 
ArrayExpress pod kódem E-MTAB-2975). 
Pomocí metody qPCR jsme na vzorcích z nezávislého experimentu potvrdili, že u buněk 
C17.2 dochází v důsledku nadexprese Disp3 k poklesu hladiny mRNA genů Epb4.1l3 
(erythrocyte protein band 4.1-like 3) a Prelp (proline arginine-rich and leucine-rich repeat 
protein, Obr. 41, Tab. 29). Jak Epb4.1l3 tak Prelp jsou geny odlišně exprimované v různých 
typech nádorů mozku. Tyto výsledky tak ukazují, že DISP3 může ovlivňovat genovou expresi 






Obrázek 40. Profily genové exprese buněk C17.2 s nadexpresí Disp3 genu. 
Znázorněny jsou geny, u kterých se exprese v buňkách s nadexpresí Disp3 (C17.2 pBabe Disp3) lišila 
od exprese v buňkách kontrolních (C17.2 pBabe). Barvy představují hladiny genové exprese stanovené 







Epb4.1l3 0,52 0,000066 NM_013813.1 
Prelp 0,56 0,000017 NM_054077.3 
Kng1 1,51 0,0054 NM_023125.2 
Saa3 1,51 0,012 NM_011315.3 
Lcn2 1,86 0,00031 NM_008491.1 
 
Tabulka 28. Seznam odlišně exprimovaných genů v buňkách C17.2 s nadexpresí Disp3. 





Obrázek 41. Ověření výsledků z mikročipové analýzy pomocí qPCR. 
Hladina Epb4.1l3 a Prelp mRNA stanovená metodou qPCR v buňkách s nadexpresí Disp3 (C17.2 
pBabe Disp3) a v buňkách kontrolních (C17.2 pBabe). Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny 
jsou nezávislé biologické replikáty, jejich průměr, směrodatná odchylka a úroveň statistické 









exprese Mean ± SD (N) 
1,00 ± 0,088 0,27 ± 0,191 
Prelp/Ubb relativní exprese 
Mean ± SD (N) 
1,00 ± 0,173 0,45 ± 0,134 
 
Tabulka 29. Relativní hladina mRNA genů Epb4.1l3 a Prelp v C17.2 buňkách. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 
uvedeny průměry nezávislých biologických replikátů (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
 
9.2 DISP3 v lidských nádorech mozku a nádorových buňkách 
9.2.1 Exprese genu DISP3 v lidských nádorech mozku 
Ze získaných výsledků vyplývá, že DISP3 ovlivňuje proliferaci a diferenciaci myších 
neurálních kmenových a progenitorových buněk. Dále jsme také zjistili, že změna exprese genu 
Disp3 v těchto buňkách ovlivňuje expresi genů, o kterých je známo, že jsou důležité pro vznik 
a růst nádorů. Na základě těchto výsledků jsme se rozhodli stanovit změny v expresi genu 
DISP3 v určitých typech lidských nádorů mozku. 
Z databáze ArrayExpress (Kolesnikov et al. 2015) jsme získali data, uložená pod kódem E-
GEOD-42658 (Henriquez et al. 2013b), jejichž analýzou jsme zjistili, že v porovnání 
s ostatními typy nádorů mozku je exprese genu DISP3 nejvyšší v meduloblastomech (Obr. 42). 
Meduloblastomy jsou pediatrické vysoce maligní nádory centrálního nervového systému, které 
vznikají z oblasti mozku nazývané mozeček (cerebellum). Na základě exprese určitých 
specifických genů a na základě přítomnosti některých typických DNA aberací je možné rozdělit 
meduloblastomy do čtyřech podskupin: sonic hedgehog (SHH) subtyp, WNT subtyp, subtyp 3 
a subtyp 4. Tyto jednotlivé podskupiny se dále liší i histologicky a prognózou pro pacienty 
(Northcott et al. 2011b). Analýzou expresních profilů meduloblastomů (data z databáze 
ArrayExpress, uložená pod kódem E-GEOD-21140, Northcott et al. 2011b), jsme dále 
stanovili, že exprese DISP3 genu je nejvyšší, v meduloblastomech, které patří do podskupiny 






Obrázek 42. Exprese genu DISP3 v nádorech mozku. 
Expresní hodnoty pro gen DISP3. Znázorněna je střední hodnota, kvartilové hodnoty a rozsah 
expresních hodnot pro jednotlivé skupiny vzorků. Dataset obsahoval celkem 73 vzorků (adult control 
cerebellum: 4, adult control frontal lobe: 4, anaplastic astrocytoma: 2, atypical teratoid/rhabdoid tumour: 
5, choroid plexus papilloma: 4, diffuse astrocytoma: 3, ependymoma: 14, foetal cerebellum: 4, foetal 








Obrázek 43. Exprese genu DISP3 v různých podskupinách meduloblastomů. 
Expresní hodnoty pro gen DISP3. Znázorněna je střední hodnota a kvartilové hodnoty, rozsah 
expresních hodnot a odlehlé hodnoty pro jednotlivé skupiny nádorů. Dataset obsahoval celkem 103 
vzorků (Subtyp 3: 27, Subtyp 4: 35, SHH subtyp: 33, WNT subtyp: 8).  
 
 
Výsledky získané analýzou dat z databáze ArrayExpress jsme se rozhodli ověřit pomocí 
metody qPCR a imunohistologického barvení na limitované sadě deseti vzorků, které jsme měli 
k dispozici. Hladinu DISP3 mRNA jsme stanovili v deseti vzorcích meduloblastomů a v osmi 
vzorcích kontrolních. Jako kontroly byly použity vzorky tkání z mozečku odebrané při 
chirurgické operaci spolu s nádorem. Metodou qPCR se nám podařilo stanovit, že hladina 
exprese genu DISP3 je v určitých vzorcích meduloblastomů výrazně zvýšená, a to v jednom 
případě až na více než dvěstěnásobek hladiny DISP3 mRNA v kontrolních vzorcích (Obr. 44, 
Tab. 30). Porovnáním našich dat s informacemi, které jsme k použitým vzorkům 
meduloblastomů dostali, jsme dále zjistili, že vysoká hladina DISP3 mRNA byla detekována 
především ve vzorcích, které patří do molekulární podskupiny subtyp 4 (Tab. 30). 
Informace získané pomocí qPCR jsme se rozhodli doplnit ještě o analýzu hladiny proteinu 
DISP3 v použitých vzorcích meduloblastomů. Meduloblastomy byly barveny 
imunohistochemicky protilátkou proti DISP3. Výsledky barevní odpovídají výsledkům qPCR 
analýzy. Vzorek č. 2, u kterého byla hladina DISP3 mRNA zvýšená asi 155krát, obsahuje velké 
množství intenzivně barvených buněk. Naopak vzorek č. 9, který měl hladinu exprese genu 
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DISP3 zvýšenou jen přibližně 3krát proti hladině v kontrolních vzorcích byl protilátkou proti 
DISP3 obarven jen velice málo (Obr. 45). 
Jak výsledky analýzy expresních profilů z databáze, tak i naše výsledky získané pomocí 
qPCR a barvení dokazují, že exprese genu DISP3 je zvýšená v určitých typech lidských nádorů 





Obrázek 44. Exprese genu DISP3 ve vzorcích meduloblastomů. 
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, GAPDH byl použit jako referenční gen. Pro 








exprese Mean ± SD 
meduloblastom #1 classic 4 222,64 ± 4,158 
meduloblastom #2 classic 4 155,27 ± 9,910 
meduloblastom #3     118,67 ± 13,938 
meduloblastom #4 classic 4 46,83 ± 1,487 
meduloblastom #5 classic 4 41,16 ± 4,412 
meduloblastom #6 Extensivly nodular SHH 40,97 ± 1,354 
meduloblastom #7 Desmoplastic   17,27 ± 1,113 
meduloblastom #8 classic   3,02 ± 0,122 
meduloblastom #9 Desmoplastic SHH 2,96 ± 0,050 
meduloblastom #10 Desmoplastic   1,90 ± 0,122 
 
Tabulka 30. Relativní hladina DISP3 mRNA v různých vzorcích meduloblastomů. 
Informace o histologickém a molekulárním subtypu konkrétního nádoru jsme získali spolu se vzorky. 
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, GAPDH byl použit jako referenční gen. V 






Obrázek 45. Protein DISP3 ve vzorcích meduloblastomů. 





9.2.2 Vliv exprese genu DISP3 na lidské nádorové buňky 
Z výsledků uvedených v předchozí kapitole vyplývá, že úroveň exprese genu DISP3 je 
velice variabilní v různých typech lidských nádorů. Rozhodli jsme se proto stanovit také míru 
exprese genu DISP3 v různých lidských nádorových buněčných liniích. Pomocí metody qPCR 
jsme zjistili, že velice vysokou hladinu DISP3 mRNA mají buňky Y79. Jedná se o buněčnou 
linii vytvořenou z primárního nádoru oka – retinoblastomu (Reid et al. 1974). Ze tří 
meduloblastomových linií, které jsme měli k dispozici, měly nejvyšší míru exprese genu DISP3 
buňky D341, které patří do meduloblastomové podskupiny subtyp 3 (Weeraratne et al. 2012). 
Naopak nejnižší hladinu DISP3 mRNA bylo možné detekovat u meduloblastomových buněk 
DAOY (SHH subtyp, Triscott et al. 2013). Další buněčné linie: meduloblastomová linie D425 
subtyp 3 (Weeraratne et al. 2012), linie lidských embryonálních buněk HEK a linie buněk 





Obrázek 46. Exprese genu DISP3 v lidských nádorových buňkách. 
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, beta aktin (ACTB) byl použit jako referenční 
gen. Znázorněny jsou průměry tří nezávislých vzorků a směrodatné odchylky. 
 
 
  HEK D341 D425 DAOY MCF7 Y79 
DISP3/ACTB relativní 














Tabulka 31. Relativní hladina DISP3 mRNA v lidských nádorových buňkách. 
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, beta aktin (ACTB) byl použit jako referenční 




Pro další poznání role proteinu DISP3 v lidských nádorových, konkrétně 
meduloblastomových buňkách jsme se rozhodli vytvořit buněčné linie, ve kterých by exprese 
genu DISP3 byla in vitro buď snížená, nebo naopak zvýšená. Pomocí CRISPR/Cas9 
technologie jsme připravili buňky D341 s mutovaným genem DISP3. Mutace jsme pomocí 
guide RNA vnášeli do druhého (Disp3 sgRNA#3) nebo třetího (Disp3 sgRNA#4) exonu genu 
DISP3 (Obr. 47). Buňky D341 s mutací v genu DISP3 (D341 Disp3 sgRNA#3 a D341 Disp3 
sgRNA#4) a buňky kontrolní (D341 no sgRNA) byly připraveny, podobně jako linie myších 





Obrázek 47. Mutageneze genu DISP3 CRISPR/Cas9 technologií v D341 buňkách. 
Schéma lidského genu DISP3 se znázorněnými místy cílené mutageneze pomocí Disp3 sgRNA vedené 
CRISPR/Cas9 endonukleázy. Rozpoznávaná sekvence 20 nukleotidů je označená modře a sousedící 
PAM sekvence je označena červeně. 
 
 
Kromě meduloblastomových buněk D341 s CRISPR/Cas9 vnesenými mutacemi do DISP3 
genu jsme se také rozhodli vytvořit linii meduloblastomových buněk se zvýšenou expresí 
tohoto genu. Jako výchozí buněčnou linii jsme zvolili DAOY buňky, protože tyto buňky 
exprimují gen DISP3 jen velice málo (Obr. 46, Tab. 31). DAOY buňky jsme transfekovali buď 
prázdným plazmidem pcDNA3 nebo plazmidem s genem DISP3 exprimovaným pod 
konstitutivně aktivním promotorem. 
Pomocí qPCR jsme v nově připravených buněčných liniích určili hladinu DISP3 mRNA. 
V buňkách D341 s CRISPR/Cas9 mutovaným genem DISP3 (D341 Disp3 sgRNA#3 a D341 
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Disp3 sgRNA#4) došlo, pravděpodobně v důsledku aktivace NMD dráhy, k poklesu množství 
DISP3 mRNA na přibližně 74 procent v porovnání s hladinou v buňkách kontrolních (D341 no 
sgRNA, Obr. 48, Tab. 32). V buňkách DAOY došlo v důsledku nadexprese genu DISP3 
k velice výraznému zvýšení množství DISP3 mRNA. DAOY buňky s nadexpresí DISP3 genu 
(DAOY pcDNA3 Disp3) obsahovaly přibližně 360krát více DISP3 mRNA než buňky kontrolní 





Obrázek 48. Změna exprese genu DISP3 v modifikovaných buňkách D341 a DAOY. 
Množství DISP3 mRNA stanovené metodou qPCR. D341 buňky infikované lentiviry s guide RNA 
(D341 Disp3 sgRNA#3 a D341 Disp3 sgRNA#4) a buňky kontrolní (D341 no sgRNA). DAOY buňky 
transfekované buď prázdným plazmidem (DAOY pcDNA3) nebo plazmidem s genem DISP3 (DAOY 
pcDNA3 Disp3). GAPDH byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou průměry nezávislých 






























Tabulka 32. Relativní hladina DISP3 mRNA v buňkách se změněnou expresí DISP3 genu. 
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, GAPDH byl použit jako referenční gen. 




Vzhledem k tomu, že modulace exprese genu Disp3 způsobuje změnu v proliferaci myších 
neurálních buněk NS-5 a C17.2, rozhodli jsme se stanovit, jaký vliv má modulace exprese genu 
DISP3 na lidské meduloblastomové buňky. Rychlost růstu jsme u buněk s mutovaným genem 
DISP3 (D341 Disp3 sgRNA#3 a D341 Disp3 sgRNA#4), u buněk s nadexpresí DISP3 (DAOY 
pcDNA3 Disp3) a u buněk kontrolních (D341 no sgRNA a DAOY pcDNA3) kvantifikovali na 
základě inkorporace radioaktivně značeného thymidinu do nově vzniklé DNA. Ze získaných 
výsledků vyplývá, že buňky s mutací v genu DISP3 proliferují mírně pomaleji než buňky 
kontrolní a naopak buňky s nadexpresí DISP3 rostou výrazně, až dvakrát rychleji než buňky 
kontrolní (Obr. 49, Tab. 33). 
Výsledky v této kapitole by se daly shrnout tak, že exprese genu DISP3 je v různých lidských 
nádorových buněčných liniích odlišná a je možné připravit meduloblastomové buněčné linie 
D341 a DAOY s modulovanou expresí genu DISP3. Změna v expresi genu DISP3 dále 
ovlivňuje rychlost růstu meduloblastomových buněk D341 a DAOY, a to stejným způsobem 






Obrázek 49. Proliferace buněk s modulovanou expresí genu DISP3. 
Rychlost proliferace D341 buněk s mutací v genu DISP3 (D341 Disp3 sgRNA#2 a D341 Disp3 
sgRNA#4), DAOY buněk se zvýšenou expresí genu DISP3 (DAOY pcDNA3 Disp3) a buněk 
kontrolních (D341 no sgRNA a DAOY pcDNA3) byla stanovena na základě měření inkorporace 3H 
Thymidinu do DNA. Znázorněny jsou průměry nezávislých biologických replikátů, směrodatné 





























Tabulka 33. Relativní inkorporace 3H Thymidinu do DNA meduloblastomových buněk. 





9.3 DISP3 v mozku PLP/DISP3 transgenních myší 
9.3.1 Exprese genu Disp3 v tkáních dospělé myši 
Za účelem stanovení míry exprese genu Disp3 v jednotlivých typech tkání dospělé myši jsme 
použili metodu qPCR. Přestože gen Disp3 je celkově u dospělé myši exprimován velice málo 
(při qPCR analýze je Cq v mozku 25,3; v kostní dřeni 31,9), je možné určit, že nejvyšší hladina 
Disp3 mRNA je přítomná v mozku. Slabou expresi genu Disp3 jsme ale nalezli i v dalších 
tkáních, například v kostní dřeni. Naopak prakticky vůbec není gen Disp3 exprimován v játrech 
(Obr. 50, Tab. 34). Tyto výsledky potvrzují naše dřívější zjištění, že exprese genu Disp3 je 





Obrázek 50. Exprese genu Disp3 v různých myších tkáních. 
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, beta aktin (Actb) byl použit jako referenční gen. 






exprese Mean ± SD 
Mozek 1957,9 ± 631,88 
Mícha 1051,8 ± 145,08 
Sítnice 1436,0 ± 92.99 
Čočka 542,2 ± 61,82 
Plíce 11,22 ± 5,698 
Srdce 3,38 ± 0,351 
Játra ND 
Slinivka ND 
Tenké střevo 1,00 ± 0,248 
Slezina 8,04 ± 2,089 
Kostní dřeň 10,26 ± 0,820 
Ledviny 4,87 
Vaječníky 7,38 ± 1,297 
Tuková tkáň 10,47 ± 5,301 
Sval 2,45 ± 0,582 
 
Tabulka 34. Relativní hladina Disp3 mRNA v různých myších tkáních. 
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, beta aktin (Actb) byl použit jako referenční gen. 
V tabulce jsou uvedeny průměry tří nezávislých vzorků (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
 
9.3.2 Změna exprese genu Disp3 v mozku dospělé transgenní myši. 
Ve druhé kapitole výsledků jsme popsali změny v expresi genu Disp3, ke kterým dochází 
v buňkách NS-5 v důsledku diferenciace těchto buněk do astrocytů, neuronů a oligodendrocytů. 
Zjistili jsme, že v porovnání s nediferencovanými buňkami je exprese genu Disp3 
v diferencovaných buňkách nižší, a to jak na úrovní proteinu tak na úrovni mRNA. Tyto 
výsledky jsme získali při použití embryonálních neurálních kmenových buněk NS-5. Buňky 
NS-5 byly odvozeny z myších embryonálních buněk (Conti et al. 2005) a jejich vlastnosti se 
tak mohou lišit od vlastností adultních neurálních kmenových buněk O4ANS, které byly 
izolované z mozku dospělé myši (Pollard et al. 2006). Z těchto důvodů jsme se rozhodli 
zopakovat experiment stanovující změnu exprese genu Disp3 u neurálních buněk po 
diferenciaci do oligodendrocytů také s použitím adultních buněk O4ANS. Tyto buňky totiž 




Pro in vitro diferenciaci neurálních kmenových buněk O4ANS do oligodendrocytů jsme 
použili stejný postup jako u buněk NS-5. V několika různých časových bodech během kultivace 
O4ANS buněk v diferenciačních podmínkách jsme stanovili hladinu Disp3 mRNA pomocí 
qPCR. Exprese genu Disp3 v buňkách O4ANS během diferenciace po počátečním nárůstu 
klesala, a to přibližně na 65 procent hladiny v buňkách nediferencovaných (Obr. 51A nahoře, 
Tab. 35 první řádek). Tento výsledek je velice podobný tomu, který jsme získali v buňkách NS-
5. Diferenciaci buněk jsme ověřili pomocí stanovení hladin mRNA nestinu (Nes) a Plp1 genu. 
Během diferenciace exprese nestinu, typického pro nediferencované buňky klesala a naopak 
exprese Plp1 genu, specifického pro oligodendrocyty stoupala (Obr. 51A, Tab. 35). 
Výsledky získané pomocí qPCR jsme se rozhodli ještě doplnit o imunofluorescenční barvení 
buněk O4ANS po diferenciaci. Zjistili jsme, že v diferencovaných oligodendrocytech, které se 
intenzivně imunofluorescenčně barvily protilátkou proti buněčně specifickému proteinu O4, 
byla hladina DISP3 proteinu velice nízká až nedetekovatelná (Obr. 51B červená šipka). Naopak 
v cytoplazmě buněk, které zůstaly v nediferencovaném stavu a nebylo je tudíž možné obarvit 






Obrázek 51. Změna exprese Disp3 genu během diferenciace O4ANS buněk do oligodendrocytů. 
(A) Hladina Disp3, Nes a Plp1 mRNA byla stanovena v průběhu diferenciace buněk do oligodendrocytů 
metodou qPCR. Ubb byl použit jako referenční gen. V každém bodě je znázorněn průměr tří nezávislých 
vzorků a směrodatná odchylka. 
(B) Imunofluorescenční barvení buněk O4ANS po diferenciaci do oligodendrocytů. Zeleně je znázorněn 
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Tabulka 35. Relativní hladina mRNA genů Disp3, Nes a Plp1 během diferenciace O4ANS buněk 
do oligodendrocytů. 
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. V tabulce jsou 
uvedeny průměry tří nezávislých vzorků (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
 
Diferenciace adultních neurálních kmenových buněk O4ANS do oligodendrocytů způsobuje 
pokles exprese genu Disp3 v těchto buňkách. Z tohoto důvodu jsme se rozhodli vytvořit 
transgenní myši se zvýšenou expresí genu Disp3 v oligodendrocytech. Do myší DNA jsme 
vložili expresní kazetu s PLP1 promotorem a s lidskou variantou genu DISP3. Tímto způsobem 
jsme získali dvě nezávislé PLP/DISP3 pozitivní linie transgenních myší (tg#10 a tg#39). 
U dospělé myši divokého typu (wt) jsme nejvyšší hladinu mRNA genu Disp3 nalezli 
v mozku (Obr. 50, Tab. 34). Nejprve jsme se proto rozhodli určit, jak se exprese genu Disp3 
liší v jednotlivých oblastech mozku wt myši. Poté jsme zjišťovali, v jakých částech mozku 
došlo u PLP/DISP3 transgenních (tg) myší k nejvýraznějšímu nárůstu exprese genu Disp3. 
Mozky wt i tg myší byly podle myšího anatomického atlasu mozku (Allen Brain Atlas 
http://mouse.brain-map.org/static/atlas) rozděleny na jednotlivé části, ze kterých byla izolována 
RNA. Pomocí metody qPCR jsme určili, že u dospělé wt myši je možné nejvyšší hladinu Disp3 
mRNA nalézt v přední části mozku zvané bulbus olfactorius. V dalších oblastech mozku je 
exprese genu Disp3 nižší (Obr. 52A, Tab. 36). U obou linií transgenních myší došlo ke zvýšení 
hladiny Disp3 mRNA. K nejvýraznější změně došlo v posteriorních oblastech mozku, na které 
navazuje páteřní mícha. Nejvyšší úroveň exprese genu Disp3 je možné detekovat v části mozku 
nazývané Varolův most (pons Varoli), v prodloužené míše (medulla oblongata) a v míše 





Obrázek 52. Exprese genu Disp3 v mozku dospělé wt a tg myši. 
(A) Relativní hladina Disp3 mRNA v mozku myši divokého typu (wt). 
(B) Relativní hladina Disp3 mRNA v mozku PLP/DISP3 transgenní myši (tg#10 a tg#39). 
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, beta aktin (Actb) byl použit jako referenční gen. 
Úroveň exprese byla normalizována k nejnižší hladině, tj. k expresi v caudatus putamen wt myši. Grafy 
vlevo ukazují průměry tří nezávislých vzorků a směrodatné odchylky. Vpravo jsou schématické obrázky 
myších mozků, u kterých intenzita barvy reprezentuje hladinu Disp3 exprese. U tg myši je barvou 
znázorněn průměr hladin mRNA tg#10 a tg#39.  
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  Disp3/Actb relativní exprese Mean ± SD 
  wt tg10 tg 
bulbus olfactorius 5,91 ± 0,945 32,78 ± 6,145 19,91 ± 6,014 
pars ventralis 2,81 ± 0,336 30,54 ± 0,434 26,58 ± 15,650 
cortex frontalis 2,31 ± 0,562 20,83 ± 3,843 17,16 ± 3,643 
cortex 2,98 ± 0,256 41,68 ± 1,006 13,33 ± 1,834 
caudatus putamen 1,00 ± 0,349 32,39 ± 0,772 21,42 ± 1,350 
hippocampus 2,01 ± 0,194 20,27 ± 2,989 16,28 ± 8,095 
thalamus hypothal. 3,26 ± 0,433 67,86 ± 4,212 46,21 ± 19,750 
mesencephalon 2,45 ± 0,838 56,13 ± 14,130 35,02 ± 11,840 
cerebellum 2,42 ± 0,453 46,46 ± 6,025 24,81 ± 4,789 
pons Varoli 2,08 ± 0,389 73,77 ± 4,919 54,98 ± 14,970 
medulla oblongata 2,32 ± 0,668 74,76 ± 6,986 54,10 ± 7,680 
medulla spinalis 1,62 ± 0,096 75,74 ± 9,053 60,78 ± 16,440 
 
Tabulka 36. Relativní hladina Disp3 mRNA v mozku dospělé wt a tg myši. 
Hladiny Disp3 mRNA v mozku dospělé myši divokého typu (wt) a PLP/DISP3 transgenní myši (tg#10 
a tg#39) byly stanoveny metodou qPCR, beta aktin (Actb) byl použit jako referenční gen. Úroveň 
exprese byla normalizována k nejnižší hladině, tj. k expresi v caudatus putamen wt myši. V tabulce jsou 
uvedeny průměry tří nezávislých vzorků (Mean) ± směrodatná odchylka (SD). 
 
 
Stanovené hladiny Disp3 mRNA získané metodou qPCR jsme se ještě rozhodli doplnit 
o imunohistochemické barvení DISP3 proteinu pomocí polyklonální protilátky. Exprese genu 
Disp3 není v těle ani v mozku dospělé wt myši vysoká (při qPCR analýze je Cq v mozku jen 
kolem 25,3). Proto je malé i množství imunohistochemicky barveného proteinu, který jsme 
v mozku dospělé wt myši byli schopni pozorovat. Přesto jsme ale v různých oblastech mozku 
například v mozečku nalezli buňky s proteinem DISP3 (Obr. 53A, červená šipka). V mozku 
transgenní myši je exprese genu Disp3 zvýšená. To potvrzují i výsledky imunohistochemického 
barvení, protože v mozečku tg myši výrazně narostl počet buněk pozitivně barvených na 
přítomnost DISP3 proteinu (Obr. 53B, červené šipky). 
Získané výsledky ukazují, že u buněk O4ANS dochází v důsledku diferenciace do 
oligodendrocytů k poklesu exprese genu Disp3, a to jak na úrovni mRNA, tak i na úrovni 
proteinu. Proto jsme pomocí expresní kazety s PLP promotorem vytvořili dvě nezávislé linie 
PLP/DISP3 transgenních myší. Tyto myši mají v dospělosti zvýšenou hladinu Disp3 mRNA 
především v posteriorních oblastech mozku. Dále je u těchto myší také možné nalézt, v oblasti 
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Obrázek 53. DISP3 protein v mozku wt a tg myši. 
Reprezentativní obrázky imunohistochemického barvení sagitálního řezu mozku dospělé myši divokého 
typu (wild type = wt, A) a dospělé PLP/DISP3 transgenní myši (tg, B). Ukázán je výsledek barvení 
mozku myši linie tg#39, barvení mozku myši linie tg#10 je srovnatelné. Pro barvení vzorků byla použita 
polyklonální protilátka proti DISP3 proteinu. Šipka označuje DISP3 pozitivní buňky.  
 
 
9.3.3 Vliv nadexprese genu Disp3 na mozeček novorozené transgenní myši 
Aktivita PLP promotoru je u myší během embryonálního a časného postnatálního vývoje 
odlišná od aktivity u dospělých jedinců. Expresi genů vedenou PLP promotorem tak můžeme 
pozorovat i v jiných buněčných typech než v oligodendrocytech. U novorozených myší byl 
čtvrtý den po narození nalezen aktivní PLP promotor například v granulární vrstvě mozečku 
v buňkách pozitivních na marker neuronů NeuN (Michalski et al. 2011). Rozhodli jsme se proto 
zjistit, zda u novorozených PLP/DISP3 transgenních myší způsobuje nadexprese genu Disp3 
nějaké pozorovatelné změny. 
Nejprve jsme stanovili hladinu Disp3 mRNA v mozečku wt a tg myší pomocí metody qPCR. 
Expresi genu Disp3 jsme sledovali u myší třetí a sedmý den po narození. Obě dvě linie tg myší 
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(tg#10 a tg#39) měly v obou časových bodech (den 3 a den 7) zvýšenou hladinu Disp3 mRNA 
přibližně pětkrát v porovnání s wt myšmi ze stejného vrhu (Obr. 54A, Tab. 37). 
Výsledek získaný metodou qPCR jsme se rozhodli potvrdit pomocí imunohistochemického 
barvení. Navzdory velice slabé expresi Disp3 genu (při qPCR analýze je Cq v mozečku 7 dnů 
staré wt myši kolem 25,1) jsme byli schopni pozorovat pozitivně obarvené buňky. Zjistili jsme, 
že tg myši sedmý den po narození mají ve svém mozečku více buněk s DISP3 proteinem než 
wt myši a že vrstva DISP3 pozitivních buněk je u tg myši mnohem širší než u wt myši ze 




Obrázek 54. Exprese genu Disp3 v mozečku novorozené wt a tg myši. 
(A) Relativní hladiny Disp3 mRNA v mozečku myší divokého typu (wt) a v mozečku PLP/DISP3 
transgenních myší (tg#10 a tg#39) třetí a sedmý den po narození. Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny 
metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou průměrné hodnoty hladiny mRNA 
stanovené pro dva až čtyři jedince, směrodatné odchylky a úroveň statistické významnosti (** P 
<0,01*** P <0,001). 
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(B) Reprezentativní obrázky imunohistochemického barvení sagitálního řezu mozečku myši divokého 
typu (wt) a PLP/DISP3 transgenní myši (tg) sedmý den po narození. Pro barvení vzorků byla použita 
polyklonální protilátka proti DISP3 proteinu. Ukázán je výsledek barvení mozečku myši linie tg#39, 




mozeček den 3 
wt tg10 tg 
Disp3/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD (N) 
1,00 ± 0,079 (4) 4,62 ± 0,523 (3) 5,20 ± 0,441 (3) 
    
  
mozeček den 7 
wt tg10 tg 
Disp3/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD (N) 
1,00 ± 0,217 (4) 4,08 ± 1,249 (2) 4,751 ± 1,046 (4) 
 
Tabulka 37. Relativní hladina Disp3 mRNA v mozečku novorozené wt a tg myši. 
Hladiny Disp3 mRNA v mozečku myší divokého typu (wt) a PLP/DISP3 transgenních myší (tg#10 
a tg#39) třetí a sedmý den po narození byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční 
gen. V tabulce jsou uvedeny průměry hodnot stanovených pro jednotlivé myši (Mean) ± směrodatná 
odchylka (SD) a počet sledovaných jedinců (N). 
 
 
Jak již bylo podrobněji popsáno v kapitole úvodu, EGL je oblast mozečku novorozené myši 
ve které dochází do konce druhého postnatálního týdne k proliferaci buněk nazývaných 
prekurzory granulárních buněk. GCP vznikají v oblasti zvané rhombic lip a po masivní 
proliferaci v EGL migrují dál a mění se v diferencované granulární buňky - neurony (Fujita et 
al. 1966). Ve čtvrté kapitole výsledků jsme popsali výrazný vliv exprese genu Disp3 na 
proliferaci neurálních kmenových a progenitorových buněk. Proto jsme se rozhodli porovnat 
pomocí imunohistochemického barvení proliferaci GCP u novorozených PLP/DISP3 
transgenních a wt myší. 
Proliferaci GCP jsme pozorovali v mozečku tg a wt myší třetí a sedmý den po narození, což 
je doba, kdy se GPCs v EGL masivně množí. Na parafínových řezech postnatálního myšího 
mozku jsme sledovali přítomnost buněčných proliferačních antigenů PCNA (Steiner et al. 
1975) a Ki-67 (Gerdes et al. 1983). Oba dva typy barvení prokázaly vliv exprese genu Disp3 
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na proliferaci GCP. U tg myší je více buněk pozitivně barvených na proliferační antigen, jejich 
vrstva je širší a pokrývá, na rozdíl od wt myší, skoro celou oblast EGL (Obr. 55 a 56A). 
Procenta proliferujících buněk u tg a wt myší jsme poté určili jako počet Ki-67 pozitivních 
buněk dělený počtem všech buněk barvených hematoxylinem. Tímto způsobem jsme potvrdili, 
že v obou dvou sledovaných časových bodech (den 3 a den7) bylo u obou dvou kmenů tg myší 
(tg#10 a tg#39) možné nalézt více proliferujících buněk než u wt myší ze stejného vrhu. Den 
třetí se procenta Ki-67 pozitivních buněk zvýšila na 66 % u tg#10 a na 64 % u tg#39 myší 
v porovnání s 49 % pro wt myši, sedmý den se procenta zvýšila na 55 % u tg#10 i tg#39 myší 





Obrázek 55. PCNA: Proliferace GCP v EGL mozečku novorozené wt a tg myši. 
Reprezentativní obrázky imunohistochemického barvení sagitálního řezu mozečku myši divokého typu 
(wt) a PLP/DISP3 transgenní myši (tg) sedmý den po narození. Pro barvení vzorků byla použita 
protilátka proti PCNA (hnědá) a hematoxylin (modrá). Ukázán je výsledek barvení mozečku myši linie 
tg#39, barvení mozečku myši linie tg#10 je srovnatelné. Šipka ukazuje silnější vrstvu proliferujících 






Obrázek 56. Ki-67: Proliferace GCP v EGL mozečku novorozené wt a tg myši. 
(A) Reprezentativní obrázky imunohistochemického barvení sagitálního řezu mozečku myši divokého 
typu (wt) a PLP/DISP3 transgenní myši (tg) sedmý den po narození. Pro barvení vzorků byla použita 
protilátka proti Ki-67 (hnědá) a hematoxylin (modrá). Ukázán je výsledek barvení mozečku myši linie 
tg#39, barvení mozečku myši linie tg#10 je srovnatelné. Šipka ukazuje silnější vrstvu proliferujících 
buněk (Ki-67 pozitivní, hnědá) u tg myši v porovnání s wt myší. 
(B) Procenta proliferujících buněk v EGL vrstvě mozečku novorozené wt a tg myši třetí a sedmý den 
po narození stanovená jako počet Ki-67 pozitivních buněk dělený celkovým počtem buněk barvených 
hematoxylinem. Znázorněny jsou průměrné hodnoty, směrodatné odchylky a úroveň statistické 





mozeček den 3 
wt tg10 tg 
Procento proliferujících 
buněk Mean ± SD (N) 
48,87 ± 8,219 (16) 65,53 ± 2,396 (9) 64,14 ± 3,176 (7) 
    
  
mozeček den 7 
wt tg10 tg 
Procento proliferujících 
buněk Mean ± SD (N) 
42,49 ± 4,681 (14) 54,69 ± 0,752 (3) 55,49 ± 2,212 (13) 
 
Tabulka 38. Procenta proliferujících GCP v EGL mozečku novorozené wt a tg myši. 
Procenta proliferujících (Ki-67 pozitivních buněk) v EGL vrstvě mozečku myší divokého typu (wt) 
a PLP/DISP3 transgenních myší (tg#10 a tg#39) třetí a sedmý den po narození. Uvedena jsou procenta 
Ki-67 pozitivních buněk z celkového počtu buněk barveného hematoxylinem. Imunohistochemicky 
barvené sagitálního řezy mozečku byly vyhodnoceny v programu ImageJ. V tabulcejsou uvedeny 
průměry hodnot jednotlivých vzorků (Mean) ± směrodatná odchylka (SD) a počet vzorků (N). 
 
 
V několika předchozích kapitolách byly prezentovány výsledky získané s použitím myších 
neurálních progenitorových buněk C17.2. Buňky C17.2 byly původně izolované z mozečku 
novorozené myši, z oblasti EGL (Snyder et al. 1992). V jedenácté kapitole výsledků jsme 
ukázali, že nadexprese genu Disp3 v buňkách C17.2 snižuje expresi genů Epb4.1l3 a Prelp. 
Vzhledem ke zvýšené expresi genu Disp3 v dané oblasti mozečku u PLP/DISP3 transgenních 
myší jsme se rozhodli zjistit, zda nedochází také u těchto myší k nějakým změnám v expresi 
genů Epb4.1l3 a Prelp. 
Pomocí metody qPCR jsme zjistili, že v obou liniích tg myší (tg#10 a tg#39) je možné 
v mozečku třetí den po narození pozorovat slabý pokles exprese u obou genů, jak u genu 
Epb4.1l3, tak i u genu Prelp. Exprese genu Epb4.1l3 se u tg#10 a tg#39 myší snížila na 73 a 87 
procent v porovnání s wt myšmi, exprese genu Prelp klesla u tg#10 a tg#39 myší na 71 a 81 
procent v porovnání s wt myšmi (Obr. 57, Tab. 39). Tyto výsledky tak ukázaly, že nadexprese 
genu Disp3 způsobuje u buněk mozečku pokles exprese genů Epb4.1l3 a Prelp, a to jak in vitro 
u buněk C17.2, tak i in vivo v mozečku novorozené tg myši. 
Výsledky v této kapitole ukazují, že u novorozených PLP/DISP3 transgenních myší dochází 
třetí i sedmý den po narození v mozečku, v důsledku nadexprese genu Disp3 ke zvýšené 
proliferaci GPC buněk v EGL vrstvě. Dále také u transgenních myší došlo k poklesu exprese 






Obrázek 57. Exprese genů Epb4.1l3 a Prelp v mozečku novorozené wt a tg myši. 
Relativní hladiny Epb4.1l3 a Prelp mRNA v mozečku myší divokého typu (wt) a v mozečku 
PLP/DISP3 transgenních myší (tg#10 a tg#39) třetí den po narození. Hladiny mRNA byly stanoveny 
metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční gen. Znázorněny jsou průměrné hodnoty hladiny mRNA 




mozeček den 3 
wt tg10 tg 
Epb4.1l3/Ubb relativní 
exprese Mean ± SD (N) 
1,00 ± 0,151 (4) 0,73 ± 0,083 (3) 0,87 ± 0,241 (3) 
Prelp/Ubb relativní exprese 
Mean ± SD (N) 
1,00 ± 0,121 (3) 0,71 ± 0,121 (3) 0,81 ± 0,218 (2) 
 
Tabulka 39. Relativní hladina Epb4.1l3 a Prelp mRNA v mozečku novorozené wt a tg myši. 
Hladiny Epb4.1l3 a Prelp mRNA v mozečku myší divokého typu (wt) a PLP/DISP3 transgenních myší 
(tg#10 a tg#39) třetí den po narození byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl použit jako referenční 
gen. V tabulce jsou uvedeny průměry hodnot stanovené pro jednotlivé myši (Mean) ± směrodatná 





Výsledky uvedené v této práci se především týkají důležitého tématu regulace rovnováhy 
mezi proliferací a diferenciací neurálních buněk. Pro vývoj a správné fungování CNS u savců 
je právě přesná regulace všech procesů ovlivňujících proliferaci a diferenciaci neurálních buněk 
klíčová a jakékoliv narušení může mít za následek vznik a rozvoj mnoha typů neurologických 
poruch včetně nádorových onemocnění. Proto jsme se rozhodli věnovat studiu proteinu DISP3 
a jeho funkci v neurálních buňkách. Gen DISP3, známý také jako PTCHD2 je totiž exprimován 
především v tkáních neurálního původu, jako jsou mozek a sítnice. Protein DISP3 patří do 
rodiny PTCHD proteinů (Zikova et al. 2009). Specifická funkce jednotlivých členů této rodiny 
v buňkách savčího organismu zatím není příliš známá, ale minimálně u dvou členů této rodiny, 
u proteinů PTCHD1 a PTCHD3, bylo prokázáno jejich spojení s různými typy neurologických 
poruch (Marshall et al. 2008; Noor et al. 2010a; Filges et al. 2011; Chaudhry et al. 2015; Torrico 
et al. 2015; Wells et al. 2016; Ghahramani Seno et al. 2011) 
V této práci jsme se nejprve pokusili popsat vliv změn v expresi genu Disp3 na myší neurální 
kmenové a progenitorové buňky. Zaměřili jsme se především na proliferaci a diferenciaci těchto 
buněk, ale pozorovali jsme i změny v buněčném cyklu, senescenci, apoptóze a genové expresi. 
Dále jsme stanovili změny v expresi genu DISP3 v lidských neurálních nádorech, především 
v meduloblastomech. Také jsme popsali vliv tohoto genu na proliferaci nádorových buněk. 
Nakonec jsme se zaměřili na popis DISP3 transgenních myší. U těch jsme pozorovali změny 




10.1  Role proteinu DISP3 v neurálních buňkách in vitro 
V první části této dizertační práce jsme se pokusili popsat roli proteinu DISP3 v myších 
neurálních kmenových a progenitorových buňkách NS-5 a C17.2 in vitro. Popsali jsme 
pozitivní vliv thyroidního hormonu trijodthyroninu (T3) na expresi genu Disp3 v NS-5 buňkách 
a pokles Disp3 exprese v důsledku diferenciace těchto buněk do astrocytů, neuronů 
a oligodendrocytů. Pro další experimenty jsme připravili NS-5 a C17.2 buňky s modulovanou 
expresí genu Disp3. Buňky s nadexpresí genu Disp3 rychleji proliferovaly, měly jiné rozložení 
buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu a také měly méně apoptotických buněk 
v populaci po poškození. Tyto buňky také byly méně náchylné ke spontánní diferenciaci 
a obecně vykazovaly nižší diferenciační potenciál, a to nejen v porovnání s buňkami 
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kontrolními, ale především v porovnání s buňkami, ve kterých byl gen Disp3 mutován metodou 
CRISPR/Cas9. Pomocí mikročipové analýzy jsme pak také sledovali změny v genové expresi, 
ke kterým docházelo v buňkách v důsledku modulace exprese Disp3 genu. Identifikovali jsme 
tak celkem sedm genů (Igfbp7, Lipt1, Dgka, Brsk1, Edg8, Epb4.1l3 a Prelp), jejichž exprese je 
změněná buď v buňkách NS-5 s mutovaným genem Disp3 nebo v buňkách C17.2 s nadexpresí 
Disp3 genu. 
Na vývoj a funkci CNS a na proliferaci a diferenciaci neurálních buněk má od rané 
embryogeneze až po neurogenezi v dospělém jedinci vliv velké množství faktorů. Jedním 
z klíčových hráčů je thyroidní hormon. TH je totiž schopen ovlivňovat jak proliferaci, tak 
i diferenciaci, migraci, synaptogenezi a myelinizaci neurálních buněk (shrnuto v Bernal 2000; 
Remaud et al. 2014; Préau et al. 2015). Prenatálně působí TH na diferenciaci buněk radiálních 
glií (Martínez-Galán et al. 1997) a jeho nedostatek mimo jiné způsobuje snížení proliferace 
buněk v mozkové kůře (Mohan et al. 2012). TH také ovlivňuje diferenciaci astrocytů (Manzano 
et al. 2007) a Purkyňových a Bergmanových buněk (Fauquier et al. 2014) v mozečku. V raně 
postnatálním mozku myši pak dochází v důsledku nedostatku TH k prodloužení fáze 
proliferace neurálních prekurzorů (Hadj-Sahraoui et al. 2000). TH ale ovlivňuje také proliferaci 
a diferenciaci neurálních buněk v dospělém jedinci, protože jak v oblasti SVZ tak i v oblasti 
SGZ je proliferace, přežití, diferenciace i migrace neurálních buněk negativně ovlivněná 
nedostatkem TH (Lemkine et al. 2005; Montero-Pedrazuela et al. 2006; Ambrogini et al. 2005; 
Desouza et al. 2005). Působení TH na NSC je možné prokázat nejen in vivo, alei i in vitro, 
protože například u buněk izolovaných z SGZ podporuje thyroidní hormon T3 jejich 
proliferaci, přežití a gliální diferenciaci (Desouza et al. 2005). 
DISP3 byl identifikován během studie, která se zabývala geny regulovanými thyroidním 
hormonem T3. U kuřat bylo zjištěno, že v důsledku nedostatku TH během embryonálního 
vývoje dochází k poklesu exprese genu DISP3 v retině. In vitro je exprese genu DISP3 
regulována prostřednictvím T3, a to jak pozitivně tak i negativně v závislosti na buněčném typu 
(Zikova et al. 2009). Na základě těchto našich předchozích výsledků jsme se rozhodli zjistit, 
zda a jakým způsobem ovlivňuje TH expresi genu Disp3 v myších neurálních kmenových 
buňkách. Přidání T3 do média způsobilo zvýšení exprese genu Disp3 v NSC, naopak 
kompetitivní THR inhibitor expresi genu Disp3 snižoval. Z tohoto výsledku tak vyplývá, že 
exprese námi studovaného genu Disp3 je v NS-5 buňkách pozitivně regulována hormonem, 
jehož vliv na proliferaci a diferenciaci NSC byl mnohokrát popsán a prokázán. 
Savčí NSC patří do multipotentních kmenových buněk, které mají schopnost sebeobnovy 
a zároveň potenciál diferencovat do tří základních neurálních buněčných typů, astrocytů, 
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neuronů a oligodendrocytů. Během diferenciace buněk se výrazně mění jejich vzhled, tvar, 
velikost a funkční vlastnosti. Tyto změny jsou provázeny i změnami v expresním profilu. 
Exprese některých genů je pro určité typy buněk tak charakteristická, že je možné využít tyto 
geny jako markery jednotlivých buněčných typů. Za marker nediferencovaných NSC je 
považován protein nestin, který patří do intermediálních filament typu IV (Lendahl et al. 1990). 
Zatímco exprese nestinu v průběhu diferenciace buněk klesá (Frederiksen a McKay 1988), 
dochází naopak k nárůstu exprese genů typických pro diferencované buňky. Astrocyty je možné 
odlišit od dalších buněčných typů pomocí gliálního fibrilárního kyselého proteinu GFAP 
(Jacque et al. 1978). Pro neurony je typická exprese neuronálně specifické součásti 
mikrotubulárního komplexu buněk III-tubulinu (Lee et al. 1990) a gen Plp1, který kóduje 
transmembránový proteolipid je možné použít jako marker oligodendrocytů (Naismith et al. 
1985). Oligodendrocyty je ale také možné sledovat pomocí O4 antigenu, který se vyskytuje na 
jejich povrchu (Sommer a Schachner 1981).  
Vzhledem k tomu, jak výrazné jsou rozdíly v expresních profilech nediferencovaných 
a diferencovaných buněk, sledovali jsme, zda se také mění exprese genu Disp3 během 
diferenciace NSC in vitro. Výsledky ukázaly kolísání hladiny Disp3 mRNA během diferenciace 
NS-5 buněk a sníženou hladinu exprese genu Disp3 v astrocytech, neuronech 
i oligodendrocytech v porovnání s nediferencovanými buňkami, a to jak na úrovni mRNA, tak 
i na úrovni proteinu. K nejvýraznějšímu poklesu exprese genu Disp3 docházelo u buněk 
diferencovaných do astrocytů. Tyto naše výsledky ukazují, že během diferenciace NSC dochází 
k regulaci exprese genu Disp3, což by mohlo znamenat, že úroveň exprese genu Disp3 je pro 
správný průběh diferenciace důležitá. 
V této práci byla použita linie myších neurálních kmenových buněk pojmenovaná NS-5. 
NSC pro in vitro kultivaci je možné izolovat buď z mozku myšího plodu (Davis a Temple 
1994), nebo ze specifických oblastí mozku dospělého jedince (Reynolds a Weiss 1992). 
Alternativně je možné NSC získat diferenciací ESCs (Ying et al. 2003). Buněčná linie NS-5 
byla připravena diferenciací adherentních ESCs do neurálních prekurzorů na miskách 
s upraveným povrchem. Selekcí buněk exprimujících gen Sox1 typický pro neurální buňky 
došlo k odstranění nediferencovaných ESCs a buněk diferencovaných do jiných než neurálních 
buněčných typů. Následnou kultivací v přítomnosti růstových faktorů EGF a FGF-2 byla 
získána homogenní populace adherentních bipolárních buněk, která se může množit 
symetrickým dělením, ale která je zároveň schopná diferencovat do astrocytů, neuronů 
i oligodendrocytů (Conti et al. 2005; Glaser et al. 2007).  
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Další buněčnou linií použitou v této práci byla linie myších progenitorových buněk C17.2. 
Tato buněčná linie byla připravena v-myc imortalizací buněk izolovaných z oblasti EGL 
mozečku novorozené myši (Snyder et al. 1992). V oblasti EGL dochází u myší po narození 
k masivní proliferaci buněk zvaných GCP (Fujita et al. 1966) a přesná regulace tohoto procesu 
je klíčová pro normální vývoj mozečku. Naopak abnormální zvýšení proliferace GCP může 
vést ke vzniku patologií, například agresivních dětských nádorů meduloblastomů (Schuller et 
al. 2008; Gibson et al. 2010). 
Zjistili jsme, že buňky NS-5 mají přirozeně relativně vysokou míru exprese genu Disp3, 
naopak v buňkách C17.2 je exprese genu Disp3 velice nízká. Pro další experimenty jsme se tak 
rozhodli připravit buňky NS-5 a C17.2 s modulovanou expresí genu Disp3. Pomocí technologie 
CRISPR/Cas9 jsme vytvořili NS-5 buňky s mutovaným genem Disp3 a tudíž s jeho sníženou 
expresí. Dále jsme připravili buňky NS-5 s expresí Disp3 sníženou pomocí shRNA a buňky 
NS-5 s nadexpresí genu Disp3. Vzhledem k velmi nízké hladině exprese genu Disp3 v C17.2 
buňkách bylo možné vytvořit pouze C17.2 buňky s nadexpresí genu Disp3. Všechny tyto nové 
buněčné linie nám v dalších pokusech sloužily jako vhodný nástroj pro studium vlivu změn 
exprese genu Disp3 na neurální buňky in vitro. 
Regulace proliferace a diferenciace neurálních buněk je klíčová pro vývoj a správné 
fungování CNS. Jakékoliv poškození rovnováhy, například abnormální proliferace buněk, 
může vést ke vzniku patologií, jako jsou například mozkové nádory (Schuller et al. 2008; 
Gibson et al. 2010). Proto jsme se rozhodli kvantifikovat rychlost proliferace všech nových 
buněčných linií. Zjistili jsme, že nadexprese genu Disp3 zvyšuje rychlost růstu jak neurálních 
kmenových buněk NS-5, tak i progenitorových buněk C17.2 a naopak mutace a snížená exprese 
genu Disp3 má negativní vliv na růst NS-5 buněk. Také růstová křivka a imunofluorescenční 
barvení potvrdily pozitivní vliv nadprodukce mRNA genu Disp3 na rychlost proliferace 
neurálních kmenových buněk. 
Pro přechod NSC z proliferační fáze k diferenciaci je nutné, aby došlo k zastavení 
buněčného cyklu těchto buněk. Tento proces řídí především dvě cyklin-dependentních kinázy, 
proteiny p21 a p27 (Seoane et al. 2004; Fero et al. 1996). Správná regulace průchodu buněčným 
cyklem je pro normální rychlost proliferace, udržení kmenovosti a pro zahájení diferenciace 
NSC buněk velmi důležitá. Z tohoto důvodu jsme sledovali buněčný cyklus NS-5 buněk 
s modulovanou expresí genu Disp3. V důsledku modulace exprese genu Disp3 došlo ke změně 
v distribuci buněk v rámci jednotlivých fází buněčného cyklu. U NS-5 buněk s mutovaným 
genem Disp3 se zvyšoval jejich podíl v G2/M fázi. Naopak NS-5 buňky s nadexpresí genu 
Disp3 měly v G2/M fázi menší procento buněk a zvýšení jejich počtu můžeme pozorovat spíše 
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v S fázi buněčného cyklu. NSC, na rozdíl od migrujících postmitotických neurálních 
prekurzorových buněk, nejsou schopné během vývoje mozku aktivovat prostřednictvím p21 
proteinu G1/S kontrolní bod (G1/S checkpoint) buněčného cyklu a místo toho využívají G2/M 
kontrolní bod (G2/M checkpoint, Roque et al. 2012). Vzhledem k nižší proliferační aktivitě 
buněk s mutovaným genem Disp3 a tudíž k pomalejšímu průchodu těchto buněk buněčným 
cyklem je možné, že k akumulaci těchto buněk v G2/M fázi buněčného cyklu dochází 
v důsledku aktivace G2/M kontrolního bodu. 
Exprese proteinu p16 (INK4a) se v živém organismu během stárnutí v mnoha tkáních 
postupně zvyšuje (Tsygankov et al. 2009). Protein p16 působí jako tumor supresor, snižuje 
proliferační kapacitu buněk, podporuje ukončení buněčného cyklu a přechod buněk do stádia 
tzv. senescence (Hara et al. 1996). Senescence je ireversibilní stav, buňky ale neumírají 
a mohou v tomto stádiu setrvat i několik let (Campisi 1997). Při studiu genů, jejichž snížená 
exprese je schopná ovlivňovat funkci proteinu p16 a zástavu buněčného cyklu byl nalezen i gen 
DISP3 (Bishop et al. 2010). Sledovali jsme proto výskyt senescentních buněk v populaci NS-5 
buněk s mutovaným genem Disp3. Po dlouhodobé kultivaci jsme zaznamenali sporadický 
výskyt senescentních buněk. Tento výsledek ale nebyl příliš výrazný, což souhlasí s obecně 
přijímaným názorem, že kmenové buňky odvozené z embryonálních buněk nebo tkání nejsou 
na rozdíl od somatických buněk příliš vhodné pro studium senescence. 
Programovaná buněčná smrt apoptóza představuje hlavní způsob eliminace buněk 
z populace NSC po poškození jejich DNA (Limoli et al. 2004; Acharya et al. 2010). Protože 
exprese genu Disp3 ovlivňovala proliferaci, buněčný cyklus a senescenci, rozhodli jsme se jako 
další parametr pro charakterizaci fenotypu buněk s mutovaným nebo nadexprimovaným genem 
Disp3 sledovat apoptózu NS-5 buněk. Ze získaných výsledků vyplynulo, že exprese genu Disp3 
může ovlivňovat apoptózu buněk s DNA poškozenou γ zářením. V populaci buněk po ozáření 
bylo více apoptotických buněk v NS-5 buňkách s mutovaným genem Disp3 a méně 
apoptotických buněk u NS-5 buněk s DISP3 nadprodukcí.  
Rovnováha mezi sebeobnovou - proliferací a diferenciací je pro NSC v organismu klíčová. 
Schopnost udržet si kmenovost, tj. za růstových podmínek se symetricky dělit bez známek 
spontánní diferenciace, je tak jednou z nejdůležitějších a nejsledovanějších vlastností 
neurálních kmenových i progenitorových buněk in vitro. U NS-5 buněk s mutovaným genem 
Disp3 jsme pozorovali zřetelné morfologické změny. Buňky měly jiný tvar a prodloužené 
výběžky. Tyto buňky dále měly nižší hladinu exprese markeru nediferencovaných buněk 
nestinu a naopak zvýšenou expresi neuronového markeru III-tubulinu. Exprese III-tubulinu 
je v nediferencovaných buňkách výrazně nižší než v buňkách po diferenciaci do neuronů, ale 
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zároveň není tak nízká, aby jí nebylo možné spolehlivě detekovat. Rozdíly v expresi nebyly na 
úrovni mRNA velké, ale pomocí imunoflorescenčního barvení proteinu III-tubulinu 
a automatické obrazové analýzy jsme zaznamenali zřetelné navýšení počtu III-tubulin 
pozitivních buněk v populaci s mutací v genu Disp3. Opačné výsledky jsme získali u buněk 
s nadexpresí genu Disp3. Z našich zjištění tak vyplývá, že DISP3 pomáhá neurálním 
kmenovým a progenitorovým buňkám udržet si kmenovost a naopak pokles jeho exprese 
podporuje spontánní neuronální diferenciaci buněk. 
Protein DISP3 obsahuje ve své struktuře evolučně konzervovanou doménu SSD a je 
fylogeneticky příbuzný dalším proteinům s touto doménou (Zikova et al. 2009). V mnoha 
studiích byly identifikovány genetické mutace a vzácné alely genů kódujících proteiny 
obsahující SSD ve spojitosti s neuropatologickými změnami, neurologickými poruchami 
a obecně s defekty v proliferaci, přežití, migraci a diferenciaci NSC. 
Například mutace v genu NPC1 způsobují u lidí vzácné autozomálně recesivní onemocnění 
Niemann-Pickovu chorobu typu C. Tato nemoc je spojená s poškozením transportu 
cholesterolu v buňce a s jeho akumulací v lysozomech. Součástí projevů této nemoci mohou 
být progresivní neurodegenerativní změny, kdy dochází k demyelinizaci axonů neuronů 
a k jejich odumírání (Ikonen a Holtta-Vuori 2004). Transport cholesterolu je v NPC1 
deficientních neuronech poškozen (Karten et al. 2002) a neurony nedokáží správně 
interpretovat signály zprostředkované neurotropními faktory (Henderson et al. 2000). Delece 
genu Npc1 ovlivňuje nejen neurony, ale i myší NSC, protože potlačuje jejich sebeobnovu, 
potenciál formovat neurosféry a také diferenciaci do astrocytů (Yang et al. 2006). Lidské NSC, 
vytvořené z indukovaných pluripotentních buněk pacientů homozygotních pro nejčastěji se 
vyskytující mutaci v genu NPC1, byly také defektní. Neurony diferencované z těchto NSC 
vykazovaly fenotyp předčasné buněčné smrti a jejich expresní profil potvrdil poškození 
důležitých signálních drah, například WNT signalizace (Efthymiou et al. 2015). 
Další lidské autozomálně recesivní onemocnění spojené s mutací SSD proteinu 
a metabolismem cholesterolu, které ve svých projevech zahrnuje i neuropatologické změny je 
Smithův-Lemliův-Opitzův syndrom (SLOS). Jedná se o poruchu syntézy cholesterolu 
způsobenou mutací genu DHCR7 (Waterham et al. 1998). Indukované pluripotentní buňky 
získané ze SLOS pacientů vykazovaly výraznou tendenci diferencovat do neuronů a spontánně 
ztrácely svou kmenovost (Francis et al. 2016).  
Také další SSD proteiny PTCHD1 a PTCHD3, které jsou proteinu DISP3 (známému také 
jako PTCHD2) příbuzné je možné spojit s neurologickými defekty. Bylo popsáno mnoho 
mutací a delecí přítomných v genu PTCHD1 nebo v jeho promotoru, které je možné nalézt 
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u pacientů s mentálním postižením a s autistickou poruchou (Marshall et al. 2008; Noor et al. 
2010b; Filges et al. 2011; Chaudhry et al. 2015; Torrico et al. 2015). Myši s delecí tohoto genu 
vykazovaly poruchy učení, měly motorické defekty a byly hyperagresivní (Wells et al. 2016). 
Synapse neuronů v hipokampu těchto myší byly poškozené a měnil se i jejich expresní profil 
(Ung et al. 2017). Také delece genu PTCHD3 se vyskytují častěji u pacientu s poruchou 
autistického spektra (Ghahramani Seno et al. 2011). 
Ve velmi nedávné době bylo navíc zjištěno, že i protein DISP3 by mohl ovlivňovat rozvoj 
neurologických patologií. Mutace v genu DISP3 byly totiž nalezeny u pacientů s mentálním 
postižením, a to v populaci se zvýšeným výskytem příbuzenských sňatků (Froukh 2017). 
Většina mutací v genu PTCHD1 podporující rozvoj mentálních poruch byla identifikována 
u mužských pacientů, a to zřejmě v důsledku toho, že se gen PTCHD1 nachází na X 
chromozomu. Gen DISP3 je u lidí lokalizovaný na chromozomu 1 a jeho spojitost s mentálními 
poruchami tak byla identifikovaná až celoexomovým sekvenováním imbredních rodin. 
Na možnou roli proteinu DISP3 v diferenciaci neurálních buněk může také ukazovat další 
studie. Gen DISP3 byl totiž nalezen jako jeden z odlišně exprimovaných genů v buňkách 
s delecí genu TSC2. Mutace v tomto genu způsobuje u lidí onemocnění zvané tuberózní 
skleróza, kterou provází i neuropatologické symptomy jako jsou autismus, mentální retardace 
a epilepsie. Buňky s delecí genu TSC2 měly, kromě změněného expresního profilu zahrnujícího 
i gen DISP3, sníženou schopnost diferencovat do neuronů a poškozenou synaptogenezi (Costa 
et al. 2016). 
Všechny uvedené studie poukazují na výrazný vliv SSD proteinů na neurální buňky, 
především na jejich diferenciaci. Rozhodli jsme se proto in vitro sledovat dopad modulované 
exprese genu Disp3 na diferenciaci myších kmenových a progenitorových buněk.  
Neurální kmenové buňky NS-5 kultivované v diferenciačním médiu se mohou měnit 
v astrocyty, neurony a oligodendrocyty. Diferenciaci buněk je možné hodnotit pomocí detekce 
dříve zmíněných markerů nestinu, genu Gfap, III-tubulinu, genu Plp1 a O4 antigenu. NS-5 
buňky se in vitro mění za diferenciačních podmínek v astrocyty s vysokou efektivitou. To 
znesnadňuje možnost hodnotit vliv genu Disp3 na tento typ diferenciace. Na úrovni Gfap 
mRNA jsme proto zaznamenali jen velmi malé rozdíly mezi jednotlivými populacemi buněk. 
Pomocí automatického vyhodnocení vzorků s imunofluorescenčně obarveným proteinem 
GFAP jsme ale pozorovali rozdíly ve výskytu vysoce diferencovaných astrocytů. Buňky 
s mutovaným genem Disp3 měly těchto buněk v populaci více a naopak buňky s nadexpresí 
genu Disp3 jich měly méně. Podobný efekt měla modulovaná exprese genu Disp3 na 
diferenciaci NS-5 buněk do neuronů. Populace diferencovaných buněk s mutovaným genem 
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Disp3 vykazovaly vyšší expresi mRNA III-tubulinu, měly vyšší poměr výběžků – neuritů na 
buňku, více procent neuronů v populaci a také více primárních neuritů na neuron. 
Oligodendrocytová diferenciace byla také mutací v genu Disp3 pozitivně modulovaná, protože 
v diferencované populaci bylo možné v porovnání s buňkami kontrolními nalézt více 
oligodendrocytů, které byly větší a lépe diferencované. Nadprodukce DISP3 měla na 
diferenciaci NS-5 buněk opačný vliv. Buňky s nadexpresí vytvářely menší počet vysoce 
diferencovaných astrocytů, produkovaly méně neuronů s nižším počtem neuritů a také mnohem 
hůř diferencovaly do oligodendrocytů. 
Tyto výsledky velice dobře souhlasily s tím, co jsme zjistili při in vitro diferenciaci 
neurálních progenitorových buněk C17.2 s nadexprimovaným genem Disp3. U těchto buněk 
byl během začátku diferenciace zpožděn pokles exprese markeru nediferencovaných buněk 
nestinu. Naopak byla především v pozdějších dnech diferenciace nižší exprese jak proteinu 
GFAP tak III-tubulinu. Také morfologie buněk po diferenciaci se lišila a ukazovala na 
narušenou schopnost diferenciace buněk s Disp3 nadexpresí. V souhrnu všechny tyto výsledky 
potvrzují, že exprese genu Disp3 negativně ovlivňuje in vitro diferenciaci jak neurálních 
kmenových, tak i neurálních progenitorových buněk. Mutace v genu Disp3 diferenciační 
potenciál buněk zvyšují, naopak nadprodukce DISP3 efektivní diferenciaci brání. 
Abychom doplnili zjištění týkající se fenotypu buněk s modulovanou expresí genu Disp3 
rozhodli jsme se sledovat změny v profilu genové exprese těchto buněk. Identifikovali jsme pět 
genu, jejichž exprese byla v NS-5 buňkách s mutovaným genem Disp3 snížená nebo zvýšená. 
Jednalo se o geny Igfbp7, Lipt1, Dgka, Brsk1 a Edg8. Dále jsme nalezli dva geny, Epb4.1l3 
a Prelp, jejichž exprese byla v buňkách C17.2 s nadprodukcí mRNA genu Disp3 snížená. Malý 
počet identifikovaných genů lze vysvětlit mimo jiné tím, že protein DISP3 není transkripční 
faktor a tudíž pravděpodobnost, že bude přímo ovlivňovat expresi mnoha genů, je malá. 
Zároveň ale geny, které byly při této analýze nalezeny, jsou v literatuře známé pro své spojení 
s vývojem CNS, diferenciací neurálních buněk a vznikem a progresí různých typů nádorů.  
Exprese genu Igfbp7 byla v NS-5 buňkách s mutovaným genem Disp3 snížená. IGFBP7 
(insulin-like growth factor binding protein 7) patří do rodiny proteinů vázajících IGF (insulin-
like growth factor) a stejně jako další členové zmíněné rodiny, může v organismu ovlivňovat 
vznik a růst nádorů. IGFBP7 působí jako tumor supresor v nádorech prostaty (Sprenger et al. 
1999) a střeva (Ruan et al. 2007). Zároveň ale jeho exprese podporuje růst kolorektálních 
nádorových buněk in vitro (Rupp et al. 2015). Zvýšená exprese genu IGFBP7 je pak spojována 
s rozvojem a rychlým růstem nádorů jícnu (Smith et al. 2014), žaludku (Sato et al. 2015) 
a s určitýmy typy sarkomů a liposarkomů (Benassi et al. 2015). V nádorech mozku zvaných 
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glioblastomy je exprese genu IGFBP7 zvýšená a její míra koreluje s histologickým nálezem 
a s prognózou pro pacienty. Protein IGFBP7 dokáže také stimulovat růst glioblastomových 
buněk in vitro (Jiang et al. 2008). Obecně funkce proteinu IGFBP7 ve zdravém mozku nebyla 
zatím příliš popsána, je ale známo, že IGF2/IGFBP7 signalizace podporuje přežívání neuronů 
v hipokampu (Agis-Balboa et al. 2011) a zvýšená exprese genu IGFBP7 byla nalezena 
i u pacientů trpících Alzheimerovou chorobou (Agbemenyah et al. 2014). 
O vlivu proteinu LIPT1 (lipoyltransferase 1), jehož exprese byla v NS-5 buňkách 
s mutovaným genem Disp3 také snížená, na CNS savců není mnoho známo. Bylo pouze 
zjištěno, že mutace v tomto genu způsobuje onemocnění, které se projevuje mimo jiné 
i poškozením mozku (Soreze et al. 2013). 
Další gen, jehož exprese byla v myších neurálních buňkách s mutovaným genem Disp3 
nižší, je Dgka. DGKA (diacylglycerol kinase alpha) patří do rodiny diacylglycerolových kináz 
a je exprimován v oligodendrocytech, kde se podílí na vytváření myelinové pochvy (Goto et al. 
1992). I tento gen je spojován s onkogenezí, jelikož ovlivňuje růst melanomů, nádorů slinivky 
a jater (Yanagisawa et al. 2007; Carter et al. 2010; Takeishi et al. 2012). Dále také bylo zjištěno, 
že potlačení jeho exprese v glioblastomových buňkách indukuje apoptózu (Kefas et al. 2013; 
Dominguez et al. 2013). 
BRSK1, jehož exprese byla ve sledovaných buňkách snížená, je AMP-aktivovaná 
serin/treonin kináza specificky exprimovaná v mozku. Tento protein je klíčový pro diferenciaci 
a především správnou polarizaci neuronů. Neurony postrádající jak gen Brsk1, tak i příbuzný 
gen Brsk2 mají odlišnou morfologii s poškozeným axonem, který je skoro nemožné rozlišit od 
dendritů. Myši s mutacemi v těchto genech měly poškozený mozek se špatnou segregací 
jednotlivých subtypů neuronů (Muller et al. 2010). BRSK1 také hraje roli v regulaci buněčného 
cyklu (Lu et al. 2004; Alvarado-Kristensson et al. 2009). 
Jediný gen, jehož exprese byla v buňkách s mutovaným genem Disp3 zvýšená, je gen Edg8 
(endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 8). Tento gen kóduje 
receptor exprimovaný především v oligodendrocytech a astrocytech. Během vývoje mozku je 
gen Edg8 exprimován v buňkách radiálních glií a ovlivňuje jejich diferenciaci do astrocytů 
(Ulfig a Briese 2004). Edg8 je exprimován také v nematurovaných a maturovaných 
oligodendrocytech a ovlivňuje jejich přežívání (Jaillard et al. 2005). Vysoká exprese tohoto 
genu byla nalezena i v určitých typech glioblastomů (Quint et al. 2014). 
V buňkách C17.2 s nadexpresí genu Disp3 byla snížená exprese genu Epb4.1l3. EPB4.1L3 
(erythrocyte membrane protein band 4.1 like 3) patří do rodiny proteinů, které spojují 
135 
 
transmembránové proteiny s aktinovým cytoskeletem a jeho delece je často spojována s nádory 
mozku, žaludku, prsou a prostaty (Tran et al. 1998). 
Poslední nalezený gen Prelp byl v C17.2 buňkách s nadexpresí genu Disp3 také exprimován 
méně. PRELP (proline and arginine rich end leucine rich repeat protein) je jako předchozí 
zmíněné proteiny spojován s onkogenezí, konkrétně jeho odlišná exprese byla nalezena 
v glioblastomech a meningiomech (Behin et al. 2003; Lamszus 2004). Tento gen se ale zřejmě 
může podílet i na regulaci senescence (Tarunina et al. 2004) a jeho poškození se výrazně podílí 
na rozvoji syndromu předčasného stárnutí (Hutchinson-Gilford syndrom, Lewis 2003).  
Nalezené geny, jejichž exprese byla snížená nebo zvýšená v důsledku manipulace s expresí 
genu Disp3 v myších neurálních a progenitorových buňkách, ovlivňují diferenciaci a proliferaci 
neurálních buněk, buněčný cyklus a senescenci, většina z nich se také podílí na vzniku 
a progresi různých typů nádorů. Tato zjištění podporují naše tvrzení, že míra exprese genu 
Disp3 je důležitá pro proliferaci, přežití a diferenciaci neurálních buněk. Výsledky dále 
naznačují také možné zapojení genu Disp3 do procesu onkogeneze. 
In vitro experimenty, při kterých jsme použili myší neurální kmenové a progenitorové buňky 
NS-5 a C17.2 nám pomohly lépe pochopit roli, jakou hraje protein DISP3 v neurálních 
buňkách. Pozitivní vliv thyroidního hormonu na expresi genu Disp3 naznačuje, že TH může 
ovlivňovat diferenciaci a proliferaci neurálních buněk mimo jiné i prostřednictvím regulace 
exprese genu Disp3. Pokles exprese genu Disp3 v diferencovaných buňkách zase ukazuje na 
jeho regulaci během tohoto procesu. Změny v expresi genu Disp3 ovlivňovaly proliferaci 
buněk, buněčný cyklus, senescenci, apoptózu, diferenciaci buněk a expresi několika genů (Obr. 
58). V souhrnu je tak zřejmé, že protein DISP3 je jedním z faktorů, které regulují přechod 
neurálních buněk z proliferační fáze k diferenciaci. Dále protein DISP3 může stejně jako 
příbuzné SSD proteiny ovlivňovat rozvoj různých neuropatologií a také by se mohl podílet na 








Obrázek 58. Zapojení proteinu DISP3 do různých buněčných procesů. 
Schématický nákres znázorňující působení proteinu DISP3 v neurálních buňkách. TH pozitivně reguluje 
expresi DISP3 genu. DISP3 dále podporuje proliferaci neurálních buněk a ovlivňuje jejich průchod 
buněčným cyklem. Vysoká hladina DISP3 chrání buňky před senescencí a před apoptózou. Při 
diferenciaci neurálních buněk klesá úroveň exprese genu DISP3. Zvýšená hladina DISP3 dále brání 
neurálním buňkám v efektivní diferenciaci a množství DISP3 přítomné v buňkách ovlivňuje expresi 





10.2  Vliv proteinu DISP3 na mozek člověka a myši 
V dalších částech této dizertační práce jsme se zaměřili na funkci proteinu DISP3 in vivo. 
Nejprve jsme se zabývali expresí genu DISP3 v lidských neurálních nádorech a nádorových 
buňkách a poté jsme sledovali vliv abnormální exprese genu Disp3 na mozek transgenních 
myší. V porovnání s několika dalšími typy nádorů mozku byla úroveň exprese genu DISP3 
nejvyšší v meduloblastomech subtypu 4. Nadexprese genu DISP3 v linii meduloblastomových 
buněk DAOY zvyšovala rychlost jejich proliferace a naopak poškození genu DISP3 cílenou 
mutagenezí vedlo ke zpomalení rychlosti růstu meduloblastomové linie D341. Transgenní 
myši, které nadexprimovaly gen DISP3 pomocí PLP promotoru měly zvýšenou hladinu exprese 
tohoto genu především v posteriorních oblastech mozku. V mozečku novorozených 
transgenních myší docházelo ke zvýšení proliferační aktivity buněk a měnila se i exprese genů 
Epb4.1l3 a Prelp, které jsme identifikovali při in vitro pokusech s C17.2 buňkami. 
Již dříve bylo prokázáno, že mutace v genu DISP3 mohou podporovat vznik určitých typů 
nádorů mozku (Johansson et al. 2004). Později bylo dále zjištěno, že v neoplastických 
prekurzorech pancreatických adenokarcinomů je gen DISP3 výrazně více metylován (Hong et 
al. 2012). Až ale teprve v nedávné době se objevily další studie dokládající vztah genu DISP3 
a onkogeneze. Zvýšená exprese genu DISP3 byla nalezena v osteosarkomových buňkách 
s vysokým metastatickým potenciálem (Morrow et al. 2016). Dále bylo zjištěno, že metylace 
genu DISP3 souvisí s rizikem při progresi nádorů slinivky břišní (Hata et al. 2017) a že mutace 
v genu DISP3 se velice často vyskytují v DNA vzorků vzácných melanomů ústní sliznice (oral 
mucosal melanoma, Lyu et al. 2018). Gen DISP3 je také jedním z nejčastěji mutovaných genů 
v nádorech střev, které se vyskytují u pacientů s familiární adenomatózní polypózou (Thomas 
et al. 2017). Výsledky uvedené ve všech těchto studiích tak silně potvrzují vliv proteinu DISP3 
na vznik a růst mnoha typů nádorů. 
V oblasti mozečku v mozku novorozené myši je exprese genu Disp3 řízená transkripčním 
faktorem ATOH1. Tento protein hraje klíčovou roli především v proliferaci, migraci a iniciaci 
diferenciace neurálních buněk mozečku (Klisch et al. 2011). Důležité je, že ATOH1 se spolu 
s dalšími faktory podílí na inicializaci vzniku mozkových nádorů, meduloblastomů (Ayrault et 
al. 2010). Meduloblastomy představují jeden z nejčastějších, vysoce maligních pediatrických 
nádorů mozku vznikajících v oblasti mozečku. Na základě exprese určitých markerových genu 
je možné meduloblastomy rozdělit do čtyřech základních molekulárních podskupin: SHH 
subtyp, WNT subtyp, subtyp 3 a subtyp 4 (shrnuto v Taylor et al. 2012; Schroeder a Gururangan 
2014). Na základě imunohistochemických poznatků se předpokládá, že různé podskupiny 
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meduloblastomů vznikají z odlišných typů buněk. WNT subtyp vzniká v oblasti mozkového 
kmene, zatímco SHH subtyp vzniká z progenitorových buněk externí granulární zóny (EGL) 
mozečku (Gibson et al. 2010). Typ buněk, ze kterých vznikají meduloblastomy subtypu 3 a 4, 
je zatím nejasný. Je ale známo, že transkripční faktory LMX1A, EOMES a LHX2, které působí 
jako hlavní regulátory exprese v nádorových buňkách meduloblastomů subtypu 4, jsou 
exprimovány ve specifických neuronech, které vznikají z časných progenitorů v oblasti 
rhombic lip (RL, Lin et al. 2016). Myší progenitorové buňky C17.2, použité v předchozí části 
této práce, u kterých jsme prokázali vliv exprese genu Disp3 na jejich proliferaci a diferenciaci, 
byly původně izolovány z EGL oblasti mozečku. To tudíž spojuje naše výsledky 
s meduloblastomy. Většina typů mozkových nádorů exprimuje geny, které je jinak možné 
nalézt především v neurálních kmenových buňkách. Tak vznikla hypotéza nádorových 
kmenových buněk (cancer stem cells, CSCs), které jsou ve svých vlastnostech výrazně podobné 
NSC a které jsou především zodpovědné za růst samotného nádoru (Lathia et al. 2011). Proto 
jsou výsledky získané studiem NSC důležité nejen pro další poznání faktorů podílejících se na 
vývoji mozku, ale přímo se dotýkají i lepšího pochopení procesů vzniku a progrese nádorů. 
V další části naší práce jsme se tudíž zaměřili na expresi genu DISP3 v různých lidských 
mozkových nádorech a na jeho vliv na nádorové buňky. Získané výsledky prokázaly zvýšení 
exprese genu DISP3 především v meduloblastomech subtypu 4. Z různých linií lidských 
nádorových buněk jsme poté nejvyšší expresi genu DISP3 nalezli v retinoblastomových 
buňkách Y79. Z meduloblastomových linií měla vyšší expresi genu DISP3 linie D341 patřící 
do subtypu 3 (Weeraratne et al. 2012) a naopak velice nízká byla exprese genu DISP3 v linii 
DAOY buněk patřící do SHH subtypu (Triscott et al. 2013). Následně jsme potvrdili, že exprese 
genu DISP3 ovlivňuje proliferaci meduloblastomových buněk D341 a DAOY stejným 
způsobem jako ovlivňuje rychlost růstu buněk NS-5 a C17.2. 
Za účelem dalšího pochopení funkce proteinu DISP3 in vivo jsme se rozhodli vytvořit 
transgenní myši s abnormální expresí genu DISP3 řízenou PLP1 promotorem. PLP1 promotor 
byl zvolen z toho důvodu, že exprese genu Disp3 klesala v buňkách po diferenciaci, a to včetně 
diferenciace buněk do oligodendrocytů, ve kterých je gen Plp1 především exprimován. 
Transgenní myši byly zdravé a ani v dospělosti nevykazovaly žádné odchylky od normálu. 
Nejvyšší exprese genu Disp3 jsme u myší divokého typu detekovali v mozku v oblasti zvané 
bulbus olfactorius. U transgenních myší jsme stanovili zvýšenou expresi genu Disp3 v celém 
mozku, s maximem v posteriorních oblastech, na které navazuje páteřní mícha. 
Exprese genu PLP1 je typická především pro oligodendrocyty. Později ale bylo zjištěno, že 
aktivita PLP1 promotoru je během embryonálního a časného postnatálního vývoje jedince 
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odlišná od aktivity tohoto promotoru v dospělém organismu a můžeme ji proto detekovat 
i v jiných typech buněk než jen v oligodendrocytech. U čtyři dny starých myší byla aktivita 
PLP promotoru popsána v určitých vrstvách mozečku včetně EGL v buňkách pozitivních na 
marker neuronů NeuN (Michalski et al. 2011). V buňkách C17.2, které byly původně izolované 
z EGL novorozené myši, způsobovala nadexprese genu Disp3 změny v rychlosti proliferace 
a v diferenciačním potenciálu těchto buněk. Dále jsme také pozorovali sníženou expresi genů 
Epb4.1l3 a Prelp v těchto buňkách. Rozhodli jsme se proto v mozečku novorozené PLP/DISP3 
transgenní myši sledovat proliferaci buněk v EGL a expresi zmíněných genů. Získané výsledky 
potvrdily naše předpoklady, jelikož proliferace buněk v EGL byla u transgenních myší zvýšená 
a exprese genů Epb4.1l3 a Prelp se v mozečku tři dny staré transgenní myši zdála být snížená. 
V souhrnu je tak možné říct, že DISP3 ovlivňuje v mozečku myší expresi genů, které jsou 
spojené se vznikem a progresí mnoha typů nádorů. Dále je možné tvrdit, že aberantní exprese 
genu Disp3 ovlivňuje proliferaci buněk v oblasti mozku, ze které vznikají dětské agresivní 
nádory meduloblastomy (Obr. 59). Jedná se o typ nádorů, ve kterých jsme, především v subtypu 
4, nalezli vysokou míru exprese genu DISP3. Exprese genu DISP3 nakonec také in vitro 
ovlivňovala proliferaci meduloblastomových buněk, což bylo v souladu s výsledky získanými 





Obrázek 59. Hypotetický model vlivu proteinu DISP3 na vznik nádorů. 
Diagram znázorňuje, že při zvýšené expresi genu DISP3 je v oblasti mozku nazývané mozeček 






Tato práce se zabývá rolí, jakou hraje protein DISP3 a jeho exprese v neurálních buňkách 
a tkáních. Pokusili jsme se především charakterizovat vliv tohoto proteinu na regulaci 
rovnováhy mezi proliferací a diferenciací, která je klíčová pro správný vývoj a fungování CNS 
a jejíž narušení může mít v organismu za následek vznik různých patologií. 
 
Shrnutím všech našich výsledků je možné dospět k těmto závěrům: 
 
 Thyroidní hormon T3 pozitivně ovlivňuje v myších neurálních kmenových buňkách NS-
5 expresi genu Disp3. 
 V důsledku diferenciace neurálních kmenových buněk NS-5 do astrocytů, neuronů 
a oligodendrocytů dochází v těchto buňkách ke snížení exprese genu Disp3, a to jak na 
úrovni mRNA, tak i na úrovni proteinu. 
 Zvýšení exprese genu Disp3 in vitro podporuje proliferaci myších neurálních buněk, a to 
jak buněk kmenových (NS-5), tak i progenitorových (C17.2). Naopak snížení hladiny 
Disp3 exprese pomocí RNAi nebo prostřednictvím mutageneze metodou CRISPR/Cas9 
způsobuje zpomalení proliferační aktivity NS-5 buněk. 
 Změna v expresi genu Disp3 dále ovlivňuje rozložení neurálních kmenových buněk NS-
5 v jednotlivých fázích buněčného cyklu. U buněk s nadexpresí genu Disp3 je možné 
pozorovat více buněk především v S fázi a naopak u buněk s mutovaným genem Disp3 
je vyšší procento buněk v G2/M fázi buněčného cyklu. 
 Zvýšená exprese genu Disp3 také podporuje přežívání neurálních kmenových buněk NS-
5, jelikož negativně ovlivňuje vstup těchto buněk do senescence a apoptózy. Mutace 
v genu Disp3 působí opačně, výskyt senescence a apoptózy v populaci buněk zvyšuje. 
 Exprese genu Disp3 také podporuje u buněk NS-5 i C17.2 udržení kmenovosti, to 
znamená schopnosti buněk se množit a tím sebeobnovovat. Pokles Disp3 exprese naopak 
podporuje spontánní diferenciaci buněk. 
 Hladina DISP3 neovlivňuje pouze spontánní diferenciaci myších neurálních kmenových 
a progenitorových buněk NS-5 a C17.2, ale i jejich cílenou in vitro diferenciaci. Buňky 
NS-5 s CRISPR/Cas9 mutovaným genem Disp3 vytváří za diferenciačních podmínek 
větší počet vysoce diferencovaných astrocytů, více neuronů s vyšším počtem neuritů 
a také lépe diferencují do oligodendrocytů. Opačný efekt má nadexprese genu Disp3, 
která diferenciační potenciál kmenových i progenitorových buněk snižuje. 
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 DISP3 také ovlivňuje genovou expresi v neurálních buňkách. V  NS-5 buňkách s genem 
Disp3 poškozeným cílenou mutagenezí dochází k poklesu exprese genů Igfbp7, Lipt1, 
Dgka a Brsk1 a ke zvýšení exprese genu Edg8. V C17.2 buňkách s nadprodukcí DISP3 
dochází k poklesu hladiny mRNA genů Epb4.1l3 a Prelp. 
 U lidských neurálních nádorů je možné nejvyšší míru exprese genu DISP3 nalézt 
v agresivních dětských nádorech mozku nazývaných meduloblastomy, a to především 
v meduloblastomech subtypu 4. 
 Také v lidských meduloblastomových buněčných liniích ovlivňuje úroveň exprese genu 
DISP3 proliferaci. Nadexprese genu DISP3 v buňkách DAOY zvyšuje rychlost růstu 
buněk a naopak mutace v genu DISP3 proliferaci buněk D341 zpomaluje. 
 Nově vytvořené linie transgenních myší, s nadexpresí genu DISP3 v mozku pomocí PLP 
promotoru, mají zvýšenou hladinu exprese Disp3 genu především v posteriorních 
oblastech mozku. V mozečku novorozených transgenních myší je snížená exprese genů 
Epb4.1l3 a Prelp, které jsme identifikovali při in vitro experimentech s C17.2 buňkami 
se zvýšenou expresí genu Disp3. Dále se také v mozečku těchto myší v oblasti nazývané 
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